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EINLEITUNG 
1. EINLEITUNG 
 
Albert Niemann, ein deutscher Pädiater, beschrieb 1914 einen Patienten mit einem bis dahin 
unbekannten Krankheitsbild [109]. Der Säugling jüdischer Abstammung litt an einer massi-
ven Hepatosplenomegalie und einer rasch fortschreitenden neurodegenerativen Erkrankung, 
die im Alter von eineinhalb Jahren zu seinem Tod führte. Obwohl Niemann diese Erkrankung 
klar vom M. Gaucher differenzierte, wurden später viele Patienten mit früher neurologischer 
Manifestation als eine Variante des M. Gaucher klassifiziert. Erst 1927 stellte Ludwig Pick 
nach gründlicher Überprüfung der Krankenakten und morphologischer Studien fest, dass es 
sich bei diesen Patienten um ein eigenständiges Krankheitsbild handelte [124, 125]. Er nannte 
diese Erkrankung Morbus Niemann-Pick (NPD). 
Die Einteilung der NPD erfolgt nach klinischen Phänotypen in vier Gruppen A−D [24], eine 
biochemische Differenzierung anhand der sauren Sphingomyelinase-Aktivität [29] konnte 
sich nicht durchsetzen. Beim klinischen Phänotyp A handelt es sich um eine schwer verlau-
fende neuroviszerale Erkrankung, die schon im Kindesalter tödlich endet. Der Typ B unter-
scheidet sich hiervon durch eine spätere Organmanifestation, das Fehlen neurologischer Sym-
ptome und das Erreichen des Erwachsenenalters. Bei Typ C NPD-Patienten findet man einen 
prolongierten Neonatalikterus, eine mild ausgeprägte Hepatosplenomegalie und eine langsam 
fortschreitende neurodegenerative Erkrankung. Die Typ-D-Erkrankung zeigt einen ähnlichen 
klinischen Verlauf wie der Typ C, wird aber aufgrund ihres regional begrenzten Vorkommens 
von diesem abgegrenzt. 
 
 
1.1. Lysosomale Speicherkrankheiten 
 
Sphingoglykolipide werden in den Lysosomen abgebaut, wo mehrere emzymkatalysierte 
Hydrolysereaktionen ablaufen (Abb. 1 a, b). Der autosomal rezessiv vererbte Mangel eines 
dieser Enzyme führt durch den verminderten Abbau zu einer Sphingolipid-Speicherkrank-
heit. 
Eine Lipidspeicherung im ZNS verursacht neurologische Symptome, in der Retina den für 
lysosomale Speicherkrankheiten typischen kirschroten Fleck der Makula und in peripheren 
Organen, wie in Leber und Milz, eine zunehmende Hepatosplenomegalie. Der in der Regel 
schwere Krankheitsverlauf führt im frühen Kindesalter zum Tod [1]. 
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Die Niemann-Pick-Erkrankung Typ-A und -B beruhen auf einem Defekt der sauren Sphin-
gomyelinase. Die Typen C und D sind nicht durch einen primären Enzymmangel bedingt, 
sondern durch eine Mutation des NPC1- bzw. NPC2-Proteins, die zu einer intrazellulären 
Cholesterintransportstörung führt. 
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Abb. 1 a: Abbau von Sphingolipiden durch lysosomale Enzyme. Die Erbkrankheiten, die durch den De-
fekt eines dieser Enzyme verursacht werden, sind fett gedruckt [1, 174]. 
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N-Acetylglukosamin Fettsäure Phosphorylcholin
SerinPalmitat fuc Fukosidase gal Galaktose glu Glukose
Fettsäure
Sphingosin
Ceramid
(Sphingolipid)
Glykosphingolipid = Ceramid + Zuckerrest
Sphingomyelin = 
Ceramid + Phosphorylcholin
Gangliosid =
Glykosphingplipid + N-Acetylgukosamin
 
 
Abb. 1 b: Erläuterung der verwendeten Symbole 
 
 
1.2. Niemann-Pick Typ A und B 
 
1.2.1. Sphingomyelin-Stoffwechsel 
 
Das Sphingomyelin wird zu den Sphingolipiden, der nach den Glycerophospholipiden zwei-
ten großen Gruppe der Membranlipide, gerechnet. Wegen seiner amphiphilen Eigenschaft 
stabilisiert das Sphingomyelin Membranen und ist daher ein wesentlicher Bestandteil subzel-
lulärer Organellen, der Plasmamembran, Mitochondrien, Myelinscheiden, des endoplasmati-
schen Retikulums und Erythrozytenstromas [22]. Dieses Lipid kommt auch in Lipoproteinen 
(23 % in VLDL, 25 % in LDL und 13 % in HDL) des menschlichen Blutes vor [19]. 
 
1.2.1.1. Sphingomyelin-Synthese 
 
Das Sphingomyelin (N-Acylsphingosinphosphocholin) wird aus Ceramid (N-Acylsphingosin) 
und CDP-Cholin mit Hilfe der Sphingomyelin-Synthase hergestellt (Abb. 2). Außerdem kann 
es durch Übertragung der Phosphocholingruppe von Phosphotidylcholin auf Ceramid oder der 
Fettsäure der Acyl-CoA-Fettsäure auf Sphingosylphosphocholin gebildet werden [142]. 
Sphingomyeline enthalten vorwiegend Palmitinsäure (16:0) und Stearinsäure (18:0) als Acyl-
gruppen. Längerkettige Fettsäuren wie Nervonsäure (24:1) und Behensäure (22:0) kommen 
weniger häufig vor [142, 174]. 
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CDP-CHOLIN + CERAMID
Sphingomyelin-
Synthase PHOSPHOTIDYLCHOLIN
 + CERAMID
SPHINGOMYELIN
SPHINGOSYLPHOSPHOCHOLIN 
+ ACYL-CoA-FS
Phosphatidylcholin-Ceramid- 
Phosphocholintransferase
Acyl-CoA-FS-
Sphingosylphosphocholin-
Acyltransferase
 
Abb. 2: Sphingomyelin-Synthese; FS: Fettsäure [142] 
 
 
1.2.1.2. Sphingomyelin-Abbau 
 
Der Sphingomyelin-Katabolismus wurde intensiv untersucht. Bisher konnten drei Isoenzyme 
beschrieben werden: 
 
1) Neutrale Sphingomyelinase 
Dieses membranständige Mg2+-abhängige Enzym mit einem pH-Optimum bei 7,5 [146, 20, 
95] kommt bei den meisten Säugetieren hauptsächlich in den Zellen des Gehirns vor. 
 
2) Zn2+-abhängige Sphingomyelinase 
Dieses Enzym wurde im Serum von Mensch und Rind entdeckt, weiterführende Analysen 
stehen noch aus [148]. 
 
3) Saure Sphingomyelinase (ASMase = acid sphingomyelinase) 
Eine im Jahr 1940 veröffentlichte Arbeit von Thannhauser und Reichel [155] beschrieb erst-
mals die Existenz der ASMase. Es handelt sich hierbei um ein ubiquitär vorkommendes lyso-
somales Enzym, dessen Aktivität in verschiedenen Geweben, wie z. B. in der Leber [54], im 
Gehirn [28] und in den Nieren [135] nachgewiesen wurde. 
 
Alle Isoenzyme katalysieren den Abbau des Sphingomyelins in Ceramid und Phosphocholin 
(Abb. 3). 
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Abb. 3: Sphingomyelin-Abbau 
 
 
1.2.1.3. Sphingomyelinase-Mangel 
 
Der Niemann-Pick-Erkrankung Typ-A und -B liegt eine verminderte Aktivität der sauren 
Sphingomyelinase zugrunde. Die in kultivierten Fibroblasten oder Lymphozyten bestimmte 
Aktivität beträgt bei Typ-A-Patienten höchstens 5 % des Normbereiches [38, 161, 66, 127]. 
Ähnliche Werte werden auch in Leber-, Nieren- und Hirngewebe gemessen [17, 40, 10]. Da-
gegen variiert die ASMase-Restaktivität in kultivierten Zellen bei Typ-B-Patienten zwischen 
2 und 10 % des Normbereiches [17, 143, 10]. 
Die verminderte ASMase-Aktivität hat eine Anhäufung des Sphingomyelins in Lysosomen, 
sekundär des Cholesterins, der Bis(monoacylglycero)phosphate und Glykolipide, z. B. Gluko-
zerebride, Ganglioside GM2 und GM3 [67], zur Folge. 
 
 
1.2.2. Pathologie 
 
Der Nachweis von Schaumzellen oder Niemann-Pick Zellen in betroffenen Geweben und 
Organen, besonders des retikuloendothelialen Systems, ist zwar für die Niemann-Pick Er-
krankung charakteristisch, aber noch kein Beweis für sie, da histologisch ähnliche Zellen auch 
bei Patienten mit Wolman-Erkrankung, Cholesterinesterspeicherstörung (CESD), Lipopro-
teinlipase-Mangel und GM1-Gangliosidose, Typ 2 gefunden werden. Bei den Schaumzellen 
handelt es sich um Histiozyten, die mit nicht abgebautem Sphingomyelin, unverestertem Cho-
lesterin, Bis(monoglycero)phosphat und anderen Lipiden gefüllt sind. Im Knochenmark er-
 5
EINLEITUNG 
scheint das intrazelluläre Material der Histiozyten stellenweise blau, weshalb sie auch see-
blaue Histiozyten genannt werden [42]. 
 
ZNS: 
Bei Typ-A-Patienten ist das Kleinhirn von der Lipidablagerung stärker betroffen als das 
Großhirn. Es werden in beiden Organen geschwollene, blasse Ganglionzellen, deren Zyto-
plasma mit großen Vakuolen gefüllt ist, gefunden. Eine periphere Neuropathie wird ebenso 
beschrieben [74], die jedoch nicht so häufig und in dem Ausmaß wie die ZNS-Beteiligung 
vorkommt.  
Beim Typ B ist in der Regel das ZNS nicht betroffen, da sich kaum Lipid ablagert [147]. 
 
Milz: 
Da Zellen des retikuloendothelialen Systems in der Lage sind sphingomyelinreiches Mem-
branmaterial zu phagozytieren, ist die Milz in beiden Typen, eines der am stärksten betroffe-
nen Organe. Sie kann um das Zehnfache vergrößert sein [123, 63] und führt daher beim 
schwer verlaufenden Typ A häufig in den ersten Lebensmonaten zur Diagnose. Beim Typ B 
können das Auftreten und Ausmaß der Vergrößerung stark variieren. 
 
Lymphknoten: 
Bei progredienter Erkrankung kann auch die Lymphknotengröße um das Drei- bis Fünffache 
zunehmen. Am häufigsten betroffen sind die Mesenteriallymphknoten und Hiluslymphknoten 
der Milz, Leber und Lunge. Periphere Lymphknoten sind nicht befallen. 
 
Knochenmark: 
Da Zellen des retikuloendothelialen Systems hauptsächlich im Knochenmark vorkommen, 
zählt es, wie die Milz, zu den bei beiden Typen am stärksten befallenen Organen. Es erscheint 
hyperplastisch und ist reich an Niemann-Pick-Zellen, die zur Verdrängung der normalen Hä-
matopoese führen. 
 
Lungen: 
Eine Lungenbeteiligung kommt normalerweise bei beiden Typen vor, wobei sie bei Typ-B-
Patienten stärker ausgeprägt ist. Schaumzellen sind in der gesamten Lunge, in Lymphgefäßen, 
Pulmonalarterien und Alveolen zu finden [23]. 
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Leber: 
Bei Typ-A-Patienten kann die Leber um das Eineinhalb- bis Zweifache vergrößert sein [23, 
137]. Es kann bis zu sechs Monaten dauern, bis die ersten histologischen Veränderungen ge-
sehen werden. Die Leber ist von derber Konsistenz [124] und graugelber Farbe. Das Auftreten 
und Ausmaß der Vergrößerung unterliegt beim Typ B, wie die Milzvergrößerung, starken 
Variationen. 
 
Nieren: 
Die Nieren sind bei beiden Typen leicht verändert. Autopsie-Nieren der meisten Typ-A-
Patienten sind kleiner und haben eine fettige, leicht gelbe Rinde [23]. Pick konnte in einer 
Arbeit zeigen [124], dass die Hälfte der von ihm untersuchten Nieren von Typ-A-Patienten 
Schaumzellen, die von Tubulusepithelien und glomerulären Endothelzellen stammen, gespei-
chert hatten. 
 
Augen: 
Es wurden lipidbeladene retinale Ganglienzellen, Vakuolen der inneren und äußeren Körner-
schicht und der Choroidea beschrieben [134, 81, 175]. Augenveränderungen konnten schon in 
der 23. Schwangerschaftswoche eines Typ-A-Fetus beobachtet werden [60]. 
 
 
1.2.3. Klinik und Krankheitsverlauf 
 
Bei NPD-Typ-A sind Klinik und Krankheitsverlauf relativ einheitlich. Nach einer normalen 
Geburt und Postnatalperiode zeigen sich nach vier bis sechs Monaten eine Hepatosplenome-
galie, leichte Lymphadenopathie und psychomotorische Retardierung. Bei etwa 50 % der Pa-
tienten findet sich ophthalmologisch ein kirschroter Fleck in der Makula. Die meisten Patien-
ten zeigen eine minimale Lungenbeteiligung. Jedoch konnten in Röntgenaufnahmen der Lun-
ge ein diffus retikuläres oder fein noduläres Infiltrationsmuster beschrieben werden [50]. Der 
rasche progrediente Verlust der motorischen und intellektuellen Fähigkeiten sowie Fütte-
rungsschwierigkeiten, die zu einer Mangelernährung führen, haben zur Folge, dass die Patien-
ten im Alter von zwei bis drei Jahren sterben. 
Im Gegensatz dazu ist das klinische Bild des NPD-Typ B sehr variabel. Bei den meisten Pati-
enten wird inzidentiell in der Kindheit eine Vergrößerung von Leber und/oder Milz gefunden. 
Eine leichte pulmonale Mitbeteiligung in Form einer diffusen oder fein retikulären Infiltration 
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ist zu diesem Zeitpunkt in bildgebenden Untersuchungen des Thorax nachweisbar. Im ganzen 
Lungengewebe, in den Lymphgefäßen, den Pulmonalarterien und in den Alveolen sind 
Schaumzellen, die histopathologisch erfasst werden können, zu finden. Die pulmonale Infilt-
ration ist bei den meisten Patienten progredient und wird im Alter von 15 bis 20 Jahren symp-
tomatisch. Lebensbedrohende bronchopulmonale Infekte und eine pulmonalarterielle Hyper-
tonie mit daraus resultierendem Cor pulmonale werden beschrieben [75]. Bei schwer erkrank-
ten Patienten kommt es zu einem Befall der Leber, der zu einer lebensbedrohlichen Leberzir-
rhose, portalen Hypertension und Aszites führen kann [154]. Eine neurologische Manifestati-
on tritt in der Regel beim Typ B nicht auf. Jedoch konnten bei manchen Patienten eine kirsch-
rote Makula [83] oder psychische Retardierung [144] beobachtet werden. Patienten mit Typ B 
erreichen aufgrund des milderen Krankheitsverlaufs das Kindes- bzw. Erwachsenenalter. 
 
 
1.2.4. Diagnostik 
 
1.2.4.1. Molekulargenetik 
 
Typ-A und -B der Niemann-Pick Erkrankung treten familiär gehäuft auf und werden durch 
eine Mutation im ASM-Gen (engl. acid sphingomyelinase) verursacht, die zu einer vermin-
derten Aktivität der ASMase führt [152]. Das ASM-Gen ist auf Chromosom 11p15.1-p15.4 
lokalisiert, ist 5 kb lang und besitzt sechs Exone. 
Obwohl es sich bei beiden Typen um eine panethnische Erkrankung handelt, treten sie häufi-
ger bei Individuen aschkenazim-jüdischer Abstammung auf. 
Bei jüdischen Patienten konnten bis heute drei häufige Mutationen, R496L, L302P und 
fsP330, die einen Typ A bedingen, identifiziert werden [76, 78, 79]. Bei den nicht jüdischen 
Patienten fand man sechs Mutationen, M382I, N383S, G577S, L261X, fsL178 und g2610c 
[151, 152, 33, 80]. Beim Typ B wurden insgesamt drei Mutationen entdeckt. Die häufigste 
Mutation bei jüdischen Patienten ist ΔR608 [77], die auch bei nicht jüdischen Patienten [169] 
neben den Mutationen G242R und S436R [151, 152] vorkommt. 
Die Größe des ASM-Gens und die bisher nur geringe Anzahl an bekannten Mutationen er-
möglichen die Durchführung von Screening-Untersuchungen in von NPD-A und -B betroffe-
nen Familien. Dennoch erfolgt die endgültige Diagnostik anhand biochemischer Untersu-
chungsmethoden. 
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1.2.4.2. Biochemische Untersuchung 
 
Die Diagnose der NP-A- und -B- Erkrankung erfolgt in der Regel durch den radioisotopischen 
Nachweis einer verminderten ASMase-Aktivität in Leukozyten, Lymphozyten oder kultivier-
ten Fibroblasten [172]. Die Restaktivität beträgt zwischen einem und zehn Prozent, wobei die 
Höhe der Restaktivität nicht mit dem phänotypischen Schweregrad korreliert. 
Der biochemische Nachweis eines ASMase-Mangels nimmt zusammen mit dem klinischen 
Erscheinungsbild einen hohen Stellenwert in der Diagnostik der NPD ein. Die hohe Sensitivi-
tät und Spezifität dieser Methode erlauben eine schnelle Diagnose und einen Verzicht auf 
invasive, komplikationsreiche Knochenmark- oder Leberbiopsien. 
 
 
1.2.4.3. Pränatale Diagnostik 
 
Der zuverlässige Nachweis einer Niemann-Pick Erkrankung in utero gelingt durch die Be-
stimmung der ASMase-Aktivität in kultivierten Amnionzellen oder Chorionzotten [161, 160, 
114, 96]. 
Bei Schwangeren mit einer bestätigten ASM-Mutation in der Familie kann allein die moleku-
largenetische Untersuchung fetaler Zellen die Diagnose liefern oder als Bestätigungstest des 
biochemischen Nachweises dienen. 
 
 
1.3. Niemann-Pick Typ C 
 
1.3.1. Cholesterinstoffwechsel 
 
Cholesterin ist für viele Tiere und auch für den Menschen ein essentielles Lipid, das in sämt-
lichen zellulären Membranen, ausgenommen der inneren Mitochondrienmembran, vorkommt. 
Es dient als Vorstufe zur Synthese von Steroidhormonen und Gallensäuren, die über die Gal-
lenwege in das intestinale Lumen abgegeben werden. 
Da die de-novo-Cholesterinsynthese, die in allen Zellen mit Ausnahme der Erythrozyten statt-
findet, ein komplexer und viel Energie verbrauchender Prozess ist, wird die Synthese so regu-
liert, dass körpereigenes Cholesterin durch Nahrungscholesterin ergänzt wird. 
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1.3.1.1. Cholesterin-Synthese 
 
Die Cholesterin-Synthese findet hauptsächlich in der Leber statt. 
Sie umfasst vier Stufen (Abb. 4): 
 
Stufe 1: 
Zwei Moleküle Acetyl-CoA kondensieren zu Acetoacetyl-CoA. 
Dieses nimmt ein weiteres Molekül Acyl-CoA auf, so dass β-
Hydroxy-β-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) entsteht. Beide 
Reaktionen sind reversibel, die erste wird durch das Enzym Thio-
lase, die zweite durch die HMG-CoA-Synthase katalysiert. Die 
Umsetzung von HMG-CoA zu Mevalonat durch die HMG-CoA-
Reduktase ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Cho-
lesterin-Synthese. Die Regulierung der HMG-CoA-Reduktase 
erfolgt hormonell. Glucagon bewirkt eine Phosphorylierung und 
damit eine Inaktivierung des Enzyms. Insulin wirkt durch De-
phosphorylierung aktivierend. 
Acetyl-CoA
Acetoaceytl-CoA
HMG-CoA
Mevalonat
Mevalonat-
pyrophosphat
Isopentyl-
pyrophosphat
Geranyl-
pyrophosphat
Squalen
Cholesterin
Squalen-
Synthase
Thiolase
HMG-CoA-
Synthase
HMG-Co A-
Reduktase
+
-
Abb. 4: Cholesterin-Synthese;
I.: Insulin, G.: Glukagon [174]
I.
G.
Stufe 1
Stufe 2
Stufe 3
Stufe 4 
Stufe 2: 
Das Mevalonat wird zu aktivierten Isopreneinheiten umgewan-
delt. 
 
Stufe 3: 
Durch Polymerisation von sechs C5-Isopreneinheiten entsteht die lineare C30-Struktur des 
Squalens. 
 
Stufe 4: 
Durch Zyklisierung des Squalenmoleküls entstehen die vier Ringe des Steroidgerüsts. Danach 
folgen Oxidationen, Entfernung oder Umlagerung von Methylgruppen, bis das Cholesterin 
(Abb. 5) entsteht. 
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HO
H
H
H
 
 
Abb. 5: Strukturformel des Cholesterins 
 
 
1.3.1.2. Cholesterintransport 
 
Da Cholesterin und Cholesterinester, aber auch andere Lipide wie Triacylglycerine und 
Phospholipide hydrophob sind, müssen sie zum Transport im Blutplasma eine nicht kovalente 
Verbindung mit bestimmten Proteinen, den Apolipoproteinen (Tab. 1 a) eingehen. Dabei ent-
stehen Lipoproteine unterschiedlicher Dichte (Tab. 1 b). 
 
Apolipoprotein Lipoprotein-Assoziation 
apo A-I HDL 
apo A-II HDL 
apo A-IV Chylomikronen, HDL 
apo B-48 Chylomikronen 
apo B-100 VLDL, LDL 
apo C-I VLDL, HDL 
apo C-II Chylomikronen, VLDL, HDL 
apo C-III Chylomikronen, VLDL, HDL 
apo D HDL 
apo E Chylomikronen, VLDL, HDL 
 
Tab. 1 a: Apolipoproteine der Plasmaproteine beim Menschen [106] 
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Zusammensetzung (Gewichtsprozent) 
Lipoprotein Dichte (gmL-1) Protein 
Phospho- 
lipide 
Freies 
Cholesterin 
Cholesterin- 
ester 
Triacyl- 
glycerine 
Chylomikronen <1,006 2 9 1 3 85 
VLDL 0,95−1,006 10 18 7 12 50 
LDL 1,006−1,063 23 20 8 37 10 
HDL 1,063−1,210 55 24 2 15 4 
 
Tab. 1 b: Einige Eigenschaften der Plasmalipoproteinklassen beim Menschen [106] 
Chylomikronen und VLDL sind triacylglycerinreiche, aber cholesterinarme Lipoproteine. LDL und HDL 
dagegen bestehen aus cholesterinreichen und triacylglycerinarmen Lipoproteinen. 
 
 
Die vier Hauptlipoproteinklassen (Tab. 1 b) sind [89]: 
 
1) Chylomikronen: 
Als die größten Lipoproteine mit der geringsten Dichte enthalten Chylomikronen einen hohen 
Anteil an aus der Nahrung stammenden Triacylglycerinen. Sie werden bei der Lipidresorption 
in den Mukosazellen der duodenalen Schleimhaut synthetisiert und gelangen über das 
Lymphsystem in den Blutkreislauf. Zu ihren Apolipoproteinen zählen apo B-48, apo E und 
apo C-II. Der Großteil ihrer Triacylglycerine wird durch die Lipoproteinlipase der Gewebe 
abgebaut. Die dabei entstehenden Restkörper (remnants) enthalten noch Cholesterin, apo E 
und apo B-48. Diese Restkörper erreichen über den Blutkreislauf die Leber, wo sie endozyto-
tisch aufgenommen und weiter metabolisiert werden. 
 
2) Lipoproteine sehr geringer Dichte, VLDL (engl. very low-density lipoproteins): 
Überschüssige Fettsäuren, aber auch Kohlenhydrate aus der Nahrung werden in der Leber zu 
Triacylglycerinen umgesetzt und verlassen die Leber in Form von VLDL. VLDL setzt sich 
aus Triacylglycerinen, Cholesterin und Cholesterinester, apo B-100, apo C-I, apo C-II, apo C-
III und apo E zusammen. Über den Blutweg wird das VLDL zu extrahepatischen Geweben 
transportiert. Die Triacylglycerine der VLDL werden durch die Lipoproteinlipase zu IDL 
(engl. intermediate density lipoproteins) abgebaut. Das IDL durchläuft in der Leber weitere 
Metabolisierungsschritte bis zum Endprodukt LDL. 
 
3) Lipoproteine geringer Dichte, LDL (engl. low-density lipoproteins): 
Das aus VLDL-Restkörpern entstehende LDL enthält einen sehr hohen Cholesterin- und Cho-
lesterinesteranteil sowie das Lipoprotein apo B-100. Die Aufgabe des LDLs ist der Transport 
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von Cholesterin zu extrahepatischen Geweben, die spezifische Plasmamembranrezeptoren 
aufweisen. Die rezeptorvermittelte Aufnahme von Cholesterin und Cholesterinestern wird 
unter 1.3.1.3. erläutert. 
 
4) Lipoproteine mit hoher Dichte, HDL (engl. high-density lipoproteins): 
Die HDL sind für den reversen Cholesterintransport von den extrahepatischen Geweben zur 
Leber als dem einzigen Ort der Cholesterinausscheidung bzw. -metabolisierung zu Gallensäu-
ren zuständig. Die Synthese des HDL beginnt in der Leber und im Dünndarm in Form kleiner, 
proteinreicher Partikel, die relativ wenig Cholesterin und keine Cholesterinester enthalten. 
Ferner findet man apo A-I, apo C-I, apo C-II und andere Lipoproteine sowie die Lecithin-
Cholesterin-Acyltransferase (LCAT). Dieses Enzym sitzt an der Oberfläche neu enstehender 
HDL-Partikel und setzt das Cholesterin und Phosphatidylcholin von Chylomikronen und 
VLDL-Restkörpern zu Cholesterinestern und Lysophosphatidylcholin um. Die HDL reifen 
dadurch zu kernhaltigen, kugelförmigen, cholesterinreichen Partikeln. Sie werden von der 
Leber aufgenommen und dort dem endgültigen Abbau zugeführt. 
 
 
1.3.1.3. LDL-rezeptorvermittelte Endozytose 
 
Der Transportweg des Cholesterins im Blut und die LDL-vermittelte Endozytose in Zielge-
weben wurden von Michael Brown und Joseph Goldstein aufgeklärt (Abb. 6), [13]. 
Extrahepatische Gewebe, die auf Cholesterin angewiesen sind, exprimieren an ihrer Oberflä-
che LDL-Rezeptoren, die das apoB-100 des LDL-Partikels erkennen. Die Bindung von LDL 
an einen LDL-Rezeptor bewirkt eine Assoziation der LDL-Rezeptoren in der Plasmamembran 
zu „coated pits“, die auf der cytosolischen Seite mit Klathrin vernetzt sind, und eine Initiie-
rung der Endozytose. So gelangen das LDL und dessen Rezeptor in einem Endosom in die 
Zelle. Besonders zwei Proteine, die in normalen Zellen gefunden werden können, sind für das 
Verständnis der NPC-Erkrankung interessant. Das in späten Endosomen vorkommende Nie-
mann-Pick Typ C1 (NPC1)-Protein [56, 105] reguliert den Transport von cholesterinbelade-
nen Vesikeln zur Plasmamembran bzw. zum endoplasmatischen Retikulum in Anwesenheit 
des sterolbindenden Niemann-Pick Typ C2 (NPC2)-Proteins [113]. Die Hauptfunktion des in 
Lysosomen lokalisierten NPC2-Proteins [56, 105] im intrazellulären Cholesterin-Transport-
weg ist noch nicht bekannt [113]. Im späten Endosom erfolgt dann die Abspaltung des Rezep-
tors vom LDL. Die rezeptorbeladenen Vesikel werden zurück zur Plasmamembran transpor-
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tiert. Schließlich fusioniert das späte Endosom mit einem Lysosom, in dem nun durch Einwir-
ken des Enzyms saure Lipase (= saure Cholesterinesterhydrolase) [44, 132] aus Cholesterines-
tern Cholesterin freigesetzt wird. Das Cholesterin wird zum endoplasmatischen Retikulum 
oder zur Plasmamembran transportiert [87]. 
In normalen Zellen reichert sich das freie Cholesterin niemals in den späten Endosomen bzw. 
Lysosomen an, da im endoplasmatischen Retikulum bei Überschreiten eines bestimmten Cho-
lesterinwertes eine Reihe regulatorischer Mechanismen aktiviert werden: 
Das freigesetzte Cholesterin hemmt die HMG-CoA-Reduktase und damit die de-novo-
Cholesterin-Synthese [11], aktiviert die Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase (ACAT), wel-
che überschüssiges Cholesterin wieder verestert und im Zytoplasma als Cholesterinester-
Tröpfchen speichert [43]. Zudem wird die Neusynthese von LDL-Rezeptoren im endoplasma-
tischem Retikulum supprimiert. Durch das Zusammenwirken dieser Mechanismen wird eine 
Cholesterin-Überladung der Zelle verhindert [12]. 
 
Golgi-Komplex
pH = 6.4−6.6
Lysosom
pH = 5.0−5.5
Endoplasmatisches
Retikulum
pH = 7.2−7.4
Spätes
Endosom
pH = 5.0−6.0
Frühes 
Endosom
pH = 5.9−6.0
Cholesterinester
H
Cholesterin
HMG-CoA-Reduktase
LDL-Rezeptoren
ACAT
LDL
Cholesterinester
Extrazellulärraum
pH = 7.2−7.4
Zytosol
pH = 7.2−7.4
Protein
LDL-Rezeptor
Klathrin
NPC1
NPC2
Plasmamembran
 
Abb. 6: Physiologischer Ablauf der LDL-rezeptorvermittelten Endozytose [15, 104, 113, 88] 
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1.3.1.4. Intrazelluläre Cholesterintransportstörung 
 
Beim Niemann-Pick Typ C wird die primäre Cholesterinakkumulation durch eine Mutation 
im NPC1- oder NPC2-Gen verursacht. Eine Mutation im ASM-Gen spielt keine Rolle. Die 
Aktivität der sauren Sphingomyelinase ist in Leukozyten, Leber-, Milz- und Hirngewebe 
normal oder sogar erhöht [35, 139, 130, 8, 162, 158]. In 60−70 % der Fälle kann in kultivier-
ten Fibroblasten eine partiell verminderte ASMase-Aktivität in vitro gemessen [178, 158, 6] 
und ein verminderter Abbau exogen zugeführten Sphingomyelins in lebenden Fibroblasten 
nachgewiesen werden [97, 73, 161]. Eine exzessive Cholesterinzufuhr führt zu einer sekundä-
ren, reversiblen Abnahme der ASMase-Aktivität in lebenden Fibroblasten [156, 166]. 
NPC-Zellen zeigen eine primäre intrazelluläre Cholesterintransportstörung (Abb. 7). Das 
Cholesterin verlässt bei Abwesenheit des NPC1- bzw. NPC2-Proteins das späte Endo-
som/Lysosom nicht und akkumuliert dort in großen Mengen [113]. Diese Blockade des Cho-
lesterintransports bewirkt eine Zunahme des Cholesteringehaltes der Zelle, die vom en-
doplasmatischen Retikulum unbemerkt bleibt, so dass keine gegenregulatorischen Mechanis-
men aktiviert werden. Neben der verzögerten Down-Regulation der de-novo-Cholesterin- und 
LDL-Rezeptorsynthese ist vor allem die Aktivierung der Cholesterinveresterung betroffen 
[84, 119]. Die zunehmende Cholesterinanhäufung führt zu einer morphologischen Verände-
rung des späten Endosoms/Lysosoms zu LSO (lysosome-like storage organelle), die Memb-
ranwindungen enthalten (120, 86). NPC-Zellen sind, da sie exogenes Cholesterin nicht ver-
werten können, stark von der de-novo-Cholesterin-Synthese abhängig [85, 111]. 
Die LDL-vermittelte Cholesterin-Aufnahme [84, 118], der Transport zu den späten Endoso-
men/Lysosomen und die Cholesterinesterhydrolyse [84] sind nicht beeinträchtigt. Auch de-
novo-synthetisiertes und HDL-Cholesterin sind von der Störung nicht betroffen [116]. 
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Abb. 7: LDL-rezeptorvermittelte Endozytose in Zellen mit NPC1- bzw. NPC2-Mutation [15, 104, 113, 88] 
 
 
1.3.2. Speichermuster 
 
NPC ist eine neuroviszerale Lipidspeichererkrankung, die durch das Vorhandensein von 
Schaumzellen und seeblauer Histiozyten (siehe 1.2.2.) im Knochenmark [108, 90, 178] und in 
viszeralen Organen gekennzeichnet ist. 
 
Leber und Milz: 
Die Spleno- bzw. Hepatomegalie wird durch die Speicherung von Sphingomyelin, nicht ver-
estertem Cholesterin [23, 163, 147], Bis(monoacylglycero)phosphat [51, 159, 70, 179, 130, 
8], Glukosylceramid [159, 179, 52, 41, 122, 25, 26], anderen Phospholipiden und Glykolipi-
den ausgelöst. Die Lipidspeicherung in der Milz ist stärker ausgeprägt als in der Leber [159]. 
Eine pathologische Lipidspeicherung wurde sogar im Fetus nachgewiesen [52, 168, 162]. Die 
Cholesterinakkumulation bei NPC-Patienten ist nicht sekundär durch eine Sphingomyelin-
ablagerung bedingt [162]. 
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Gehirn: 
Der Cholesterin- und Sphingomyelingehalt sind in der Hirnrinde nicht erhöht [23, 147, 24]. In 
der weißen Hirnsubstanz sind diese in Abhängigkeit vom Demyelinisierungsgrad sogar er-
niedrigt [167]. Da das exogene LDL-Cholesterin die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann 
[59], ist das Gehirn zur Myelinbildung auf die de-novo-Cholesterin-Synthese angewiesen. 
Auffallend ist jedoch ein Anstieg von Glukosylceramiden, Laktosylceramiden und GM3- und 
GM2-Gangliosiden [94, 52, 30, 121, 130, 26, 163, 69]. Dieses Glykolipid-Speichermuster ist in 
der weißen Substanz weniger ausgeprägt. 
 
 
1.3.3. Klinische Phänotypen 
 
Über das weite klinische Spektrum der Niemann-Pick Typ C Erkrankung machten als Erste 
Crocker und Farber in ihrer 1958 erschienen Arbeit [23] aufmerksam. In den letzten Jahren 
konnten die verschiedenen Untergruppen besser voneinander abgegrenzt werden [164, 34, 93, 
165, 71, 157, 141, 170, 138, 91, 64, 61, 62, 184]. Nach den heutigen Kenntnissen können 
NPC1- von NPC2-Patienten klinisch nicht unterschieden werden. Die meisten bisher be-
schriebenen NPC2-Patienten leiden an einer akuten, schweren Erkrankungsform, oftmals mit 
einer ausgeprägten Lungenbeteiligung [101]. 
Die Erkrankung kann sich zwischen der Perinatalperiode und dem Erwachsenenalter manifes-
tieren. Es werden vier verschiedene, vom Manifestationsalter abhängige Formen unterschie-
den: 
 
Perinatale Verlaufsform: 
In der Perinatalzeit tritt bei der Hälfte der Patienten eine Lebererkrankung auf, während die 
andere Hälfte asymptomatisch bleibt. Es wurden Fälle mit fetalem Aszites und Hydrops be-
schrieben [93]. Am häufigsten wird ein protrahierter Neonatalikterus, der bei den meisten 
Patienten bis zum zweiten bis vierten Lebensmonat anhält, mit einer progressiven Hepa-
tosplenomegalie gefunden [164, 71]. In 10 % der Fälle kann die Lebererkrankung zu einem 
rapiden, fatalen Leberversagen führen [126]. Patienten mit dieser Manifestation versterben 
ohne Auftreten neurologischer Symptome bis zum sechsten Lebensmonat. Es wurden ferner 
Erkrankungsfälle mit schwerem neonatalem Lungenversagen beschrieben [126]. 
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Infantile Verlaufsform: 
Bei den meisten Kleinkindern kann eine isolierte Hepatosplenomegalie für viele Jahre das 
einzige Krankheitssymptom sein. Jedoch konnten auch Patienten mit einer weniger häufig 
vorkommenden, schweren frühkindlichen neurologischen Manifestationsform, begleitet von 
einer immer vorhandenen Hepatosplenomegalie, diagnostiziert werden [164, 165]. Eine 
muskuläre Hypotonie und eine verzögerte Entwicklung motorischer Meilensteine treten im 
Alter von sechs bis zwölf Monaten auf. Im Verlauf leiden die Kinder unter einem Verlust 
erworbener motorischer Fähigkeiten, milder psychomotorischer Retardierung und einer aus-
geprägten Spastizität mit Beteiligung der Pyramidenbahn. Ein Intentionstremor kommt häufig 
vor, eine vertikale supranukleäre Blickparese fehlt in der Regel, und epileptische Anfälle, wie 
sie bei der klassischen Verlaufsform vorkommen, sind ungewöhnlich. Die meisten Patienten 
mit dieser Form erreichen nicht das fünfte Lebensjahr. 
 
Klassische Verlaufsform mit Auftreten neurologischer Symptome im Kindes- und Ju-
gendalter: 
Am häufigsten kommen die spät-infantile und juvenile Verlaufsform (60−70 %), [173] vor. 
Ein neurologischer Ausbruch der Erkrankung im dritten bis fünften Lebensjahr erscheint an-
fangs als Ataxie, begleitet von einer Spleno- oder Hepatomegalie. Die ersten Symptome eines 
Krankheitsbeginns zwischen dem sechsten und zwölften Lebensjahr sind Lernschwierigkeiten 
und eine eingeschränkte Feinmotorik. Fokale und generalisierte epileptische Anfälle und Ka-
taplexie [68] können ebenfalls vorkommen. Im weiteren Verlauf treten Symptome auf wie 
Ataxie, Dysarthrie, vertikale supranukleäre Blickparese (abwärts, aufwärts oder beides), [49, 
136], Pyramidenbahnzeichen, Spastizität und psychische Störungen. Viele dieser Patienten 
sterben im Teenageralter, einige jedoch erst im zweiten oder dritten Lebensjahrzehnt. 
 
Adulte Verlaufsform: 
In 5 % der Fälle [167] treten die ersten Symptome der juvenilen Erkrankungsform schlei-
chend im Alter von 18−59 Jahren [141] auf. Eine Psychose oder Demenz sind nicht selten, 
können sogar eine Erstmanifestation darstellen. Außerdem kommen Bewegungsstörungen und 
extrapyramidale Zeichen häufiger vor als bei der juvenilen Form. Bei der Hälfte der adulten 
Patienten findet sich eine Splenomegalie, die manchmal die einzige Manifestation sein kann 
[32, 100]. Die mediane Überlebenszeit beträgt ca. 20 Jahre [91]. 
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1.3.4. Diagnostik 
 
1.3.4.1. Molekulargenetik 
 
Mit Hilfe von Zellhybridisierungsstudien konnten eine Haupt- (NPC1) und eine Nebenkom-
plementationsgruppe (NPC2) entdeckt werden [98, 131, 176]. Ursache der NPC-Erkrankung 
ist in etwa 95 % der Fälle eine Mutation im NPC1-Gen [18] und in 5 % im NPC2 (= HE1)-
Gen [100]. 
Das NPC1-Gen ist auf Chromosom 18q11-q12 lokalisiert, ist 56 kb lang und enthält 25 Exone 
[18, 4, 103]. Bislang wurden über 133 krankheitsverursachende NPC1-Mutationen berichtet, 
in 71 % der Fälle handelte es sich um missence-Mutationen [18, 47, 99, 100, 4, 103, 48, 149, 
65, 98, 131, 153, 180, 181]. Die drei häufigsten vorkommenden Mutationen sind: I1061T, 
P1007A und G992W. Das NPC1 ist ein großes membranständiges Glykoprotein, das nur bei 
LDL-vermittelter Endozytose in den späten Endosomen zu finden ist und mit dem trans-
Golgi-Apparat interagiert [56, 107]. Ist NPC1 defekt, werden auch andere Stoffwechselwege 
blockiert [87, 91]. 
Das NPC2-Gen ist auf Chromosom 14q24.3 lokalisiert. Es ist 13,5 kb lang und umfasst fünf 
Exone. Auch für dieses Gen wurden mehrere Mutationen gefunden [101]. Das NPC2 ist ein 
lösliches, ubiquitär exprimiertes, lysosomales Protein. Es geht eine Verbindung mit freiem 
Cholesterin, weniger mit Cholesterinester [112] und dem Mannose-6-phosphat-Rezeptor 
[105] ein. Das NPC2 kommt sowohl in Lysosomen cholesterinentzogener als auch -gesättigter 
Zellen vor [185]. 
Als Niemann-Pick Typ D wurden nach Crocker Patienten mit einer der juvenilen Form des 
Typ C ähnlichen, neuroviszeralen Erkrankung bezeichnet [24]. Da dieser Typ nur bei einigen 
Angehörigen einer Familie, die von der Außenwelt abgeschnitten in Nova Scotia/Kanada lebt, 
diagnostiziert wurde, stößt man in der Literatur manchmal auch auf den Begriff Nova Scotia 
Typ D. Es konnte gezeigt werden, dass die ursächliche Störung des Typ D in einer Mutation 
auf Chromosom 18q11-q12 liegt und zur Hauptkomplementationsgruppe gehört [46]. Somit 
ist der Typ D eine allelische Variante des NPC1 [171]. 
Da die Typ-C-Erkrankung durch eine Mutation zweier verschiedener Gene unterschiedlicher 
Größe verursacht werden kann, des Weiteren über 130 Mutationen des NPC1-Gens bekannt 
sind, ist die molekulargenetische Diagnostik erschwert. Da davon auszugehen ist, dass nicht 
alle krankheitsrelevanten Mutationen bekannt sind, reicht die Molekulargenetik als alleiniges 
diagnostisches Mittel nicht aus. 
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1.3.4.2. Andere Untersuchungen 
 
Vor der Entdeckung der intrazellulären Cholesterintransportstörung in NP-C-Zellen war es 
üblich, die Diagnose anhand von in Leberbiopsien durchgeführten Lipidanalysen [147, 164] 
zu stellen. In manchen Fällen war der zusätzliche Nachweis einer partiell reduzierten ASM-
ase-Aktivität in kultivierten Fibroblasten sehr hilfreich [164, 178, 7]. 
Die Diagnosestellung erfordert heute den Nachweis einer intrazellulären Cholesterintransport-
störung mit daraus resultierender Beeinträchtigung der Cholesterinveresterung und intralyso-
somalen Akkumulation von unverestertem Cholesterin in kultivierten Fibroblasten oder Lym-
phozyten. Die verminderte Cholesterinveresterung wird mit der Oleat-Inkorporation, einer 
komplizierten und langwierigen dünnschichtchromatographischen Methode, nachgewiesen. 
Dieses Verfahren ist weniger sensitiv und spezifisch als die Immunfluoreszenzfärbung mit 
dem Makrolidantibiotikum Filipin, da sie auch bei Patienten mit saurer Lipase-Mangel, 
CESD, familiärer Hypercholesterinämie und I-Zell-Erkrankung positive Ergebnisse liefert. 
Bei der Filipin-Färbung zeigen pathologische Fibroblasten eine intensive Fluoreszenz peri-
nuk-leärer Vakuolen, die den mit unverestertem Cholesterin voll bepackten Lysosomen 
entsprechen. 
Die Kombination der beiden zuletzt genannten Untersuchungen ist für die Diagnose des Typ 
C von großer Bedeutung, da beide zusammen zu einer relativ schnellen und sicheren Diagno-
sestellung beitragen. 
 
 
1.3.4.3. Pränatale Diagnostik 
 
Für die pränatale Diagnose werden kultivierte Zellen benötigt. Aufgrund des späteren Ent-
nahmezeitpunktes und der häufig falsch positiven Ergebnisse in Amnionzellen [168] werden 
zur Durchführung der Oleat-Inkorporation und Filipin-Färbung bevorzugt Chorionzotten ver-
wendet. Während diese Methoden zur Ermittlung biochemisch klassischer Phänotypen erfolg-
reich angewendet werden können, sind sie zur pränatalen Diagnostik biochemisch varianter 
Phänotypen, die immerhin bei ca. 20 % der NP-C-Patienten vorkommen, nicht zu gebrauchen, 
da mit diesen Methoden variante Formen nicht von Kontrollzellen unterschieden werden kön-
nen [168]. 
Angesichts der Nachteile dieser Untersuchungen (komplizierte Methodik, Durchführbarkeit in 
wenigen Speziallaboratorien, Resultat erst nach fünf bis sechs Wochen, falsch negative Be-
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funde in 20 % der Fälle), konnte die Identifizierung der Gene NPC1 (1997) und NPC2 (2001) 
die pränatale Diagnostik wesentlich verbessern [101, 116]. Mit Hilfe der in Chorionzotten 
schnell durchführbaren molekulargenetischen Untersuchung lassen sich auch Feten mit einem 
biochemisch varianten Phänotyp diagnostizieren. Jedoch sind auch dieser Untersuchung auf-
grund der Größe des NPC1-Gens und der über 130 bekannten krankheitsrelevanten Mutatio-
nen Grenzen gesetzt. 
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2. ZIELSETZUNG DER ARBEIT 
 
Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, Verfahren zu entwickeln, die eine sichere Diagnose der 
Niemann-Pick Erkrankung Typ A, B und C ermöglichen. Da die Typen A und B zusammen 
genauso häufig vorkommen wie der Typ C allein, wird bei Patienten mit Verdacht auf Nie-
mann-Pick Erkrankung zunächst eine einfache und schnelle Bestimmung der sauren Sphin-
gomyelinase-Aktivität in Gewebezellen durchgeführt. Der erste Teil dieser Arbeit beschäftigt 
sich mit der biochemischen Charakterisierung dieses Enzyms, die spektrophotometrisch mit 
einem künstlichen, und radioisotopisch mit dem natürlichen Substrat erfolgte. Die auf diese 
Weise bestimmten Aktivitäten in NPD-Patientenfibroblasten werden anschließend miteinan-
der verglichen. 
Bei eindeutig verminderter Enzymaktivität kann je nach Klinik sowohl Typ A als auch B vor-
liegen. Bei Vorliegen einer partiell verminderten bzw. normalen Aktivität kann mit einer von 
uns eingeführten Methode der Nachweis einer intrazellulären Cholesterintransportstörung, die 
der Typ-C-Erkrankung zugrunde liegt, erbracht werden. Der zweite Teil der Arbeit befasst 
sich mit der Filipin-Färbung, die bei Verdacht auf Typ C als Ausschlussmethode durchgeführt 
werden muss, daneben mit der spektrophotometrischen Aktivitätsbestimmung der sauren 
Sphingomyelinase nach exzessiver Cholesterinzufuhr in lebenden Fibroblasten. Ebenfalls 
wird die [3H]-Oleat-Inkorporation in lebenden Fibroblasten und die Lipase-Aktivitätsbe-
stimmung dargestellt. 
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3. MATERIAL 
 
3.1. Untersuchungsmaterial 
 
Die für diese Arbeit benötigten Blutproben zur Gewinnung von Leukozyten, Leberbiopsien, 
Hautbiopsien, zur Kultivierung von Fibroblasten und Chorionzottenproben stammen von Pa-
tienten der Dr. von Haunerschen Kinderklinik der Universität München, der Medizinischen 
Fakultät Çapa der Universität Istanbul/Türkei, der Kinderklinik der Universität Ul-
san/Südkorea und der Kinderklinik der Universität Leiden/Niederlande. 
 
3.2. Geräte 
 
• Sonifier B 10 Cell disrupter, Branson, Sonic Power Company, Dunburry, Conneticut, 
USA 
• Eppendorf Rotationsmischer VF 2 der Fa. Janke & Kunkel 
• Eppendorfzentrifuge Mikro 22 der Fa. Hettich 
• Radiometer Copenhagen PHM 82 Standard pH Meter 
• Spectrophotometer Ultrospec Plus 4054 UV der Fa. LKB Biochrom, Präzisionsküvette 
• Inkubator und Heizblock der Fa. Liebisch 
• Liquid Scintillation Counter 1214 Rackbeta der Fa. LKB Wallac 
• Eppendorfpipetten, Eppendorf-Tubes, Einmalreagenzgläser 
• Rührspatel, Einweg-Pasteur-Pipetten 
• Brutschrank Cellstar UniTec GmbH, Uniflow UV 1200 
• Beckman Coulter GPR-Centrifuge 
• Brutflaschen (25 cm2, 75 cm2) und Einmalscraper 3010 der Fa. Costar 
• Chamber Slide der Fa. Merck Eurolab, Deckgläser 
• Phasenkontrast- und Immunfluoreszenzmikroskop der Fa. Nikon 
 
3.3. Chemikalien 
 
Fa. Sigma Chemie, München: 
• Glycin (Aminoacetic acid), minimum 99 % (TLC) 
• Sphingomyelin, from bovine brain, approx. 99 % 
• Triton X-100 
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• Albumin, bovine, solution 30 %, essentially fatty acid free 
• Minimal Essential Medium Eagle, Mc COY’s 5A Medium Modified 
• Serum, Fetal Calf, lipoprotein deficient 
• Filipin III from Streptomyces filipinensis minimum 85 % (HPLC) 
• 10 % Formalin (approx. 4 % formaldehyd), neutral buffered solution 
• N-N-Dimethylformamide minimum 99 % 
• Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 
• Cholic-Acid, sodium salt, from ox or sheep bile 
• Lipoprotein, Low Density from human plasma 5 mg 
• Albumin, EDTA, Taurocholat, Mercaptoethanol 
• Cholesteryloleat, Oleat 
Fa. Merck, Darmstadt: 
• Natriumacetat wasserfrei, pro analysi; Essigsäure (Eisessig) 100 %, pro analysi 
• Ethanol absolut pro analysi 
• Methanol, Li Chrosolv; Chloroform, Li Chrosolv; Benzol, Li Chrosolv 
• Folin-Ciocalteus Phenolreagenz 
• Natriumkarbonat, Kupfersulfat 
• Seignettesalz 
Fa. Nensure TM, Boston: 
• Sphingomyelin (Bovine, Choline-Methyl-14C), 1,9 GBq/mmol (52,00 mCi/mmol) 
• Oleic acid [9,10-3H (N)]- 555,0 TBq/mmol (15,00 Ci/mmol) 
Fa. Amersham Pharmacia Biotech UK Limited: 
• Cholesteryl-[1-14C]oleate, 2,07 GBq/mmol (56,0 mCi/mmol) 
Apotheke der LMU München: 
• NaOH 1 mol/l, Versen Trypsin ohne Phenolrot 
Fa. Calbiochem, Deutschland: 
• 2N-Hexadecanoylamino-4-nitrophenyl-phosphorylcholin 
Fa. Biochrom KG: 
• Dulbecco’s MEM, Fetal bovine serum 
Fa. Zinser Analytik, Frankfurt: 
• Szintillationsflüssigkeit Quicksafe A 
Fa. Qbiogene, Deutschland: 
• Dapi/Antifade (0,1 µg/ml) 
Fa. Seromed, Deutschland: 
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• L-Glutamine (200 mM) 2,5 ml 
Fa. Gibco, Deutschland: 
• Antibiotic-Antimycotic 
Fa. Baxter, Deutschland 
• NaCl 
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4. METHODEN 
 
4.1. Probenvorbereitung 
 
4.1.1. Leukozytenpräparation 
 
Für die Präparation der Leukozyten aus venösem Blut werden mindestens 2 ml EDTA bzw. 
Heparin-Blut benötigt. Das Blut wird mit Leukozytenlösung im Verhältnis 5:1 gut gemischt, 
in ein neues Reagiergefäß blasenfrei abgefüllt und für eine halbe bis eine Stunde bei Raum-
temperatur stehen gelassen, bis sich die Erythrozyten vollständig abgesetzt haben. Anschlie-
ßend wird der Überstand abgehoben und bei 2000 U/min 5 Minuten zentrifugiert. Das Über-
standsplasma wird abgehoben und verworfen. Das Leukozytensediment wird dann zur Zerstö-
rung verbliebener Erythrozyten mit ca. 250 µl eiskaltem Wasser 20−30 Sekunden lang ge-
schüttelt und mit 0,9 % NaCl-Lösung aufgefüllt, gut gemischt und zentrifugiert. Danach wird 
der Überstand abgekippt, in 1 ml 0,9 % NaCl gelöst und in Eppendorf-Tubes überführt. Nach 
der Zentrifugation wird das NaCl vollständig abgehoben. Die Leukozyten-Pellets können bis 
zum Testbeginn bei -20 °C gelagert werden. 
 
Die Leukozytenlösung enthält in 100 ml folgende Bestandteile: 
5 g Dextran 
78 ml NaCl 0,9 % 
1,3 ml Heparin (5000 U/ml) 
20,7 ml H20 
 
 
4.1.2. Kultivierung der Fibroblasten [82] 
 
Für die Kultivierung der Fibroblasten werden Versen Trypsin ohne Phenolrot, Dulbecco’s 
Phosphate Buffered Saline (PBS) und folgende Medien benötigt: 
Medium I:        Medium II: 
Dulbecco’s MEM      Dulbecco’s MEM 
+ 10 % Fetal bovine serum (FBS)    + 10 % FBS 
+ 400 mM Glutamin      + 400 mM Glutamin 
+ Antibiotic-Antimycotic (1:100) 
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4.1.2.1. Anlegen einer Primärkultur 
 
Eine aseptisch entnommene und in Medium gebrachte Hautbiopsie sollte sofort verarbeitet 
werden, eine kurzfristige Lagerung im Kühlschrank bis zu 24 Stunden ist möglich. 
Als Erstes werden vier Zellkulturflaschen (25 cm2) mit 5 ml Medium I ausgespült. Danach 
wird in einer sterilen Petrischale, die so viel Medium I (ca.10 ml) enthält, dass der Boden be-
deckt ist, das Hautstück mittels zweier Skalpelle in möglichst kleine Stückchen (1−2 mm2) 
geschnitten und durch Abkratzen von Fett und Blutresten befreit. Es werden mindestens drei 
Hautstückchen in jede Kulturflasche überführt. Dabei muss darauf geachtet werden, dass der 
Boden nur etwas mit Medium I bedeckt wird, da sonst ein Anwachsen des Hautstücks er-
schwert wird. In der Regel stellt man nach vier Tagen Inkubation im Brutschrank bei 37 °C 
ein Anwachsen der Stücke fest. Nun werden 2 ml Medium I in jede Brutflasche pipettiert und 
vorsichtig geschwenkt. Ein Mediumwechsel erfolgt dann alle drei bis vier Tage, so lange, bis 
sich um jedes Hautstück ein Hof mit einem Durchmesser von mindestens 2 cm bildet. Erst 
jetzt können die Zellen subkultiviert werden. 
 
 
4.1.2.2. Subkultivierung 
 
Die Fibroblasten wachsen nicht mehr weiter, wenn die Brutflasche vollständig eingenommen 
worden ist. Um eine starke Abnahme der Proliferationsrate bzw. ein Absterben der Kultur zu 
verhindern, müssen die Fibroblasten nach erreichter Maximaldichte „passagiert“ werden, d. h. 
sie werden unter Verdünnung von der alten Brutflasche in eine neue überführt. 
Das alte Medium wird aus der Brutflasche abgesaugt. Die Zellen werden mit 5 ml PBS gewa-
schen, nach Zugabe von 5 ml Trypsin für ca. 3 Minuten in den Brutschrank gestellt, bis sich 
die Fibroblasten von der Unterlage abgelöst haben und abgerundet in der Trypsinierungslö-
sung schwimmen. Dieser Vorgang wird mit 5 ml Nährmedium II gestoppt. Die Zellsuspensi-
on wird in ein Zentrifugenröhrchen überführt und 5 Minuten bei 500 U/min zentrifugiert. Der 
Überstand wird vorsichtig abpipettiert, mit 5 ml Medium II resuspendiert, in zwei 75 cm2 
Brutflaschen aufgeteilt und mit 10 ml Medium II aufgefüllt. Um einen ungehinderten Gasaus-
tausch bei CO2-Begasung der Zellen zu gewährleisten, werden die Brutflaschen 30 Minuten 
lang im Brutschrank mit leicht geöffneten Schraubverschlüssen inkubiert. Danach werden die 
Deckel ganz verschlossen. 
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In den darauf folgenden 24 Stunden sollten die Zellen weder aus dem Brutschrank genommen 
noch an ihnen manipuliert werden, da sonst der initiale Anhaftungsprozess gestört wird. Auch 
ein Mediumwechsel sollte in den nächsten 48 Stunden unterbleiben. 
 
 
4.1.2.3. Gewinnung der Fibroblasten-Pellets 
 
Für die Durchführung der Enzymtests müssen Fibroblasten-Pellets mechanisch gewonnen 
werden. Dazu wird das Medium aus der Brutflasche abgegossen und zwei- bis dreimal mit 
0,9%igem NaCl gewaschen. Nach Zugabe von 5 ml NaCl werden die Zellen mit einem Gum-
mischaber von oben nach unten vorsichtig abgeschabt („gescrapt“) und in zwei Reagiergefäße 
verteilt. Dieser Vorgang wird noch zwei- bis dreimal wiederholt. Die gewonnene Zellsuspen-
sion wird fünf Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert, der NaCl-Überstand zügig abgegossen, 
das Pellet in 1 ml NaCl aufgelöst und in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach einer erneuten 
Zentrifugation wird der Überstand vollständig abpipettiert und das Pellet bis zum Testbeginn 
bei -20 °C aufbewahrt. 
 
 
4.2. Proteinbestimmung nach Lowry [92] 
 
Für die Proteinbestimmung werden folgende Lösungen benötigt: 
A : 2 % Na2CO3 in n/10 NaOH 
BBa: 5,5 g CuSO4/100 ml 
BBb: 1,35 g Seignettesalz/100 ml NaK-Tartrat 
 
Das Reaktionsgemisch C wird immer frisch hergestellt aus: 
  10 µl Ba + 100 µl Bb + 5 ml A 
Als Standard dient Rinderalbuminlösung in den Konzentrationen 0,03 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,1 
mg/ml, 0,25 mg/ml und 0,5 mg/ml. 
20 µl Standard bzw. verdünnte Probe wird mit 250 µl Reaktionsgemisch C versetzt. Nach 
fünf- bis zehnminütiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur, fügt man 25 µl Folin-
Ciocalteus-Phenol-Lösung (1:1 verdünnt mit 2%iger Na2CO3) hinzu und inkubiert diesen An-
satz 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Danach wird die Extinktion der Standards 
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und der Proben bei 734 nm Wellenlänge photometrisch gemessen. Die Proteinkonzentration 
der Proben wird an der Eichkurve abgelesen. 
 
 
4.3. Nachweis einer verminderten ASMase-Aktivität 
 
4.3.1. Spektrophotometrische Messung der ASMase-Aktivität 
 
Die spektrophotometrische Bestimmung der ASMase-Aktivität wurde nach einer von Gal et 
al. [38] beschriebenen Methode, die durch uns modifiziert wurde, mit dem farbstoffbildenden, 
künstlichen Substrat 2N-Hexadecanoylamino-4-nitrophenyl-phosphorylcholin (HNP) durch-
geführt. Die ASMase katalysiert den Abbau des HNP in ein gelbes Anion und Phosphorylcho-
lin (Abb. 8). 
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Abb. 8: Hydrolytischer Abbau des HNP durch die Sphingomyelinase 
 
 
4.3.1.1. Testansatz 
 
Das Reaktionsgemisch wird durch Zugabe von 30 mM 2N-Hexadecanoylamino-4-nitro-
phenyl-phosphorylcholin (HNP) in 0,2 M Natrium-Azetat-Puffer, pH 5,6 hergestellt. Um ein 
vollständiges Auflösen des HNP im Puffer zu erreichen, wird das Gemisch bis zu einer Stun-
de bei 37 °C inkubiert und zwischendurch sehr gut geschüttelt. 
Die Gewebsproben werden zuerst in 0,5 % Natrium-Cholat sonifiziert. Als Leerwerte werden 
25 µl Probenlösung vor Inkubation ohne Substratgemisch drei Minuten bei 95 °C denaturiert. 
25 µl Probe und Leerwert werden mit je 25µl Reaktionsgemisch versetzt und eine Stunde 
(bzw. zwei Stunden für Leukozyten, siehe 6.1.1.) bei 37 oC inkubiert. Die Reaktion wird nach 
Ablauf der Inkubationszeit durch Erhitzen (5 min, 95 °C) gestoppt, 150 µl Ethanol und 100 µl 
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Glycin-OH-Puffer, pH 11, hinzugefügt, gut vermischt und fünf Minuten zentrifugiert. Die 
Extinktion wird bei 410 nm photometrisch bestimmt. 
 
 
4.3.1.2. Berechnung der Enzymaktivität 
 
1000
V
V
[Protein]
1
t
1
41,67
ΔE
(Probe)
(Gesamt)
××××  
1000
μl25
μl300
[Protein]
1
t
1
41,67
ΔE
××××  
 
Die saure Sphingomyelinase-Aktivität wird in nmol Substratumsatz/h/mg Protein angegeben. 
 
 
4.3.2. Radioisotopische Messung der ASMase-Aktivität 
 
Diese Untersuchung wurde nach einer von Wenger und Folch et al. [177, 36] beschriebenen, 
von uns modifizierten Methode mit dem authentischen [14C]-markierten Substrat Sphingo-
myelin durchgeführt. 
 
 
4.3.2.1. Testansatz 
 
Herstellung des Reaktionsgemisches: 
[14C]-Sphingomyelin (10 µCi) und 2 µmol kaltes Sphingomyelin werden nach Zugabe von 0,4 
ml Triton X-100 kräftig geschüttelt, das Lösungsmittel vorsichtig mit Stickstoff abgedampft 
und in 2 ml 0,5 M Natrium-Azetat-Puffer, pH 5,0, aufgelöst. 
25 µl in 0,5%igem Na-Cholat sonifizierte Probe und Leerwert (0,5%iges Na-Cholat statt Pro-
be) werden mit je 25 µl Reaktionsgemisch versetzt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die 
Reaktion wird durch Zugabe von 50 µl kaltem Wasser gestoppt und auf Eis belassen. Eine 
Zwei-Phasen-Trennung kann durch Zugabe von 0,6 ml Chloroform-Methanol-Gemisch (2:1), 
gründlichem Schütteln und fünfminütiger Zentrifugation bei 2000 U/min herbeigeführt wer-
den. 150 µl des Überstandes werden in Vials mit jeweils 5 ml Wasser und Quickszint versetzt, 
gut vermischt und im Szintillationszähler gemessen. 
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4.3.2.2. Berechnung der Enzymaktivität 
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Die saure Sphingomyelinase-Aktivität wird in nmol Substratumsatz/h/mg Protein angegeben. 
 
 
4.4. Nachweis einer intrazellulären Cholesterintransportstörung 
 
Eine Akkumulation des nicht veresterten Cholesterins in NPC-Zellen konnte in den folgenden 
Versuchen 4.4.1.−4.4.3. durch Kultivierung der Fibroblasten in bestimmten Medien in vitro 
simuliert werden. 
Ein schnelles Wachstum der Fibroblasten wird durch viertägiges Bebrüten in Minimal Essen-
tial Medium Eagle, das 10 % fetales Kälberserum (FBS) enthält, erreicht. Danach wird dieses 
Medium durch das lipoprotein-deficient Serum (10 %) enthaltende McCoy’s 5A Medium 
Modified ersetzt, um ihnen das exogene Cholesterin zu entziehen. Die Fibroblasten wachsen 
zwar in lipoprotein-deficient Serum nicht, können sich aber bis zu 48 Stunden teilen. Wäh-
renddessen kann eine maximale Induktion der LDL-Rezeptoraktivität beobachtet werden. 
Nach Zugabe von LDL bzw. FBS wird die HMG-CoA-Reduktase-Aktivität und die LDL-
Rezeptorsynthese supprimiert und die Cholesterin-Synthese mittels ACAT stimuliert [45]. 
 
 
4.4.1. Filipin-Färbung 
 
Die Filipin-Färbung [72] ist inzwischen eine Screening-Methode, die bei Verdacht auf eine 
Niemann-Pick Typ-C-Erkrankung obligatorisch durchgeführt werden sollte. Das hierfür ver-
wendete, von Streptomyces filipinensis synthesierte, polyene Makrolid-Antibiotikum Filipin 
III bindet spezifisch 3β-Hydroxysterole [110, 140] und ermöglicht durch die Fluoreszenz des 
entstehenden Filipin-III-Cholesterinkomplexes den Nachweis lysosomal gespeicherten nicht 
veresterten Cholesterins. 
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Vor der Färbung müssen für diesen Nachweis frische Fibroblasten sieben Tage lang in fol-
genden Medien gezüchtet werden. 
 
Medium A: Minimal Essential Medium Eagle 
  + 10 % Fetal Bovine Serum (FBS) 
  + 2 mM Glutamin 
Medium B: Mc COY’S 5A Medium Modified 
  + 10 % Lipoprotein-deficient Serum (LPDS) 
  + 2 mM Glutamin 
Medium C: Mc COY’S 5A Medium Modified 
  + 10 % LPDS 
  + 10 mg LDL 
  + 2 mM Glutamin 
 
Jeder Färbevorgang wird neben den zu untersuchenden Patientenzellen mit einer Positiv- und 
Negativkontrolle durchgeführt. Die zu untersuchenden Fibroblastenzellreihen werden in 
zweikammerigen Chamber-Slides in Medium A für vier Tage bei 37 °C und 5 % CO2 bebrü-
tet. Danach wechselt man Medium A gegen B aus und lässt die Fibroblasten für weitere zwei 
Tage im Brutschrank wachsen. Am sechsten Tag wird das Medium B abgesaugt. Es folgt eine 
24-stündige Inkubation in Medium C. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Chamber-Slides dreimal mit 4 ml PBS gewa-
schen, in 4 ml 10%igem Phosphat-gepufferten (pH 7,4) Formalin bei Raumtemperatur eine 
Stunde lang fixiert, dreimal mit PBS gewaschen und mit 1 ml Filipin-Lösung pro Kammer 
eine Stunde gefärbt. Anschließend werden die Zellen ein letztes Mal mit 4 ml PBS dreimal 
gewaschen. Im noch nassem Zustand werden in jede Kammer 3−4 µl DAPI pipettiert. Beim 
Auflegen des Deckglases ist auf eine gute Verteilung des Eindeckmediums zu achten. Die 
gefärbten Fibroblasten werden unter einem Immunfluoreszenzmikroskop (Filter 510 nm) be-
urteilt. 
 
Herstellung der Filipin-Lösung:
In 1 ml N-N-Dimethylformamid werden 1,5 mg Filipin-III aufgelöst. Dieses Gemisch wird in 
50 ml PBS überführt und gut geschüttelt. 
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4.4.2. Spektrophotometrische Bestimmung der ASMase-Aktivität nach Inkubation 
mit/ohne FBS in lebenden Fibroblasten [166, 156] 
 
4.4.2.1. Subkultivierung der Fibroblasten 
 
Erforderliche Medien: 
Medium A: Minimal Essential Medium Eagle 
  + 10 % FBS 
  + 2 mM Glutamin 
Medium B: Mc COY’S 5A Medium Modified 
  + 10 % LPDS - FBS 
  + 2 mM Glutamin 
Medium C: Mc COY’S 5A Medium Modified 
  + 10 % LPDS 
+ FBS   + 20 % FBS 
  + 2 mM Glutamin 
 
Fibroblasten eines Patienten und einer Kontrollperson werden wie unter 4.1.2.2. beschrieben 
in je zwei 75 cm2 große Brutflaschen überführt und nach Zugabe von je 12,5 ml Medium A 
bei 37 °C und 5 % CO2 vier Tage lang im Brutschrank bebrütet. Am vierten Tag wird das alte 
Medium abgesaugt, die Zellen werden mit 5 ml PBS gewaschen und 8 ml Medium B hinzuge-
fügt. Nach zweitägiger Inkubation werden die Medien aus beiden Brutflaschen abpipettiert. In 
die erste Brutflasche werden erneut 8 ml Medium B (- FBS), in die zweite dagegen 8 ml Me-
dium C (+ FBS) gegeben und 24 Stunden lang inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation werden 
die Fibroblasten, wie unter 4.1.2.3. beschrieben, gescrapt und sofort weiterverarbeitet. 
 
 
4.4.2.2. Testansatz 
 
Die Aktivität der sauren Sphingomyelinase wird nach der unter 4.3.1.1. beschriebenen Me-
thode in Fibroblasten photometrisch gemessen. 
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4.4.2.3. Berechnung der Enzymaktivität 
 
Die Enzymaktivität wird mit derselben Formel wie unter 4.3.1.2. berechnet. Die Einheit wird 
auch hier in nmol/h/mg Protein angegeben. 
 
 
4.4.3. [3H]-Oleat-Inkorporation in lebenden Fibroblasten 
 
Fibroblasten, die in lipoprotein-deficient Serum bebrütet werden, können gerade noch ausrei-
chend Cholesterin für ihr Wachstum synthetisieren. Wenn diese Zellen mit [3H]-Oleat inku-
biert werden, wird nur ein geringer Anteil des [3H]-Oleat in Cholesteryl-[3H]oleat inkorpo-
riert. Falls nun exogen zugeführtes LDL-Cholesterin endozytotisch in die Zelle aufgenommen 
wird, aktiviert das freigesetzte Cholesterin die ACAT. Bei zusätzlicher Inkubation mit [3H]-
Oleat ist eine deutliche Inkorporationszunahme des [3H]-Oleats in Cholesterin-[3H]-Oleat 
festzustellen [45]. 
 
 
4.4.3.1. Subkultivierung der Fibroblasten 
 
Für diesen 24-stündigen Inkorporationsversuch werden dieselben Nährmedien A−C, wie unter 
4.4.2.1. beschrieben, verwendet. Das Inkorporationsgemisch wird folgendermaßen hergestellt 
[145]: 
I: 10 ml Rinderalbumin (14 %) + 6 mM Oleat 
II: 500 µl Oleat-Albumin-Gemisch (I) + 4 µl [3H]-Oleat 
 
Die Fibroblasten werden bis zum sechsten Tag, wie unter 4.4.2.1. beschrieben, vorbereitet. 
Nach Entfernen des Mediums B und anschließendem Waschen mit 5 ml PBS, gibt man in die 
erste Brutflasche eines Patienten und einer Kontrolle je 8 ml Medium B und je 100 µl Inkor-
porationsgemisch (II). Die zweite Brutflasche dagegen erhält 8 ml Medium C und 100 µl In-
korporationsgemisch (II). Nach einer 24-stündigen Inkubation im Brutschrank (37 °C, 5 % 
CO2) werden die Zellen gescrapt (siehe 4.1.2.3.) und Pellets hergestellt. 
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4.4.3.2. Testansatz 
 
Fibroblasten-Pellets werden in 230 µl aqua dest. sonifiziert, jeweils 100 µl werden im Eisbad 
in zwei Eppendorfgefäße pipettiert und der verdünnte Rest für die Proteinbestimmung aufge-
hoben. Danach werden die Proben mit jeweils 1 ml Benzol/Chloroform/Methanolgemisch 
(1,0:0,5:1,2) und 150 µl 0,3 M NaOH versetzt und gut geschüttelt. Eine anschließende fünf-
minütige Zentrifugation bei 2000−3000 U/min führt zu einer deutlichen Zwei-Phasen-Tren-
nung. 
Nun werden jeweils 500 µl des Überstandes in mit 5 ml gefüllte Vials übertragen, mit 5 ml 
Szintillationslösung versetzt und nach kräftigem Schütteln im Counter gezählt. 
 
 
4.4.3.3. Berechnung des [³H]-Oleat-Wertes 
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Der [³H]-Oleat-Wert wird in pmol/h/mg Protein angegeben. 
 
 
4.4.4. Radioisotopische Messung der zytoplasmatischen CEHase-Aktivität 
 
Die radioisotopische Bestimmung der zytoplasmatischen CEHase (Cholesterinesterhydro-
lase)-Aktivität wurde nach einer von Beaudet et al. [5] und Hoeg et al. [58] beschriebenen, 
von uns modifizierten Methode mit dem [14C]-markierten Substrat Cholesterinoleat durchge-
führt. Die zytoplasmatische CEHase-Aktivität katalysiert den Abbau des Cholesterinoleats in 
Cholesterin und Oleat. 
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4.4.4.1. Testansatz 
 
Leukozyten- und Fibroblastenpellets mit einem Proteingehalt von je 2−3 mg/ml werden für 
diese Untersuchung in aqua dest. sonifiziert. 
Herstellung der benötigten Gemische: 
I Puffergemisch: Dieses besteht zu gleichen Teilen aus 0,5 % Triton X-100, 1,25 % 
 Taurocholat, 0,3 M Na-citrat-phosphat-Puffer pH 8,2, 15 mg/ml Albumin, 50 mM 
 Mercaptoethanol, 10 mM EDTA und 250 mM NaCl. 
II Cholesteryl-Puffergemisch: Es wird durch Mischen von 1 ml Puffergemisch (I) 
 mit 3,6 mM Cholesteryloleat hergestellt und so lange sonifiziert, bis eine homo-
 gene Lösung mit einem pH von 7,6−7,8 entsteht. 
III Substratgemisch: Dieses wird durch Sonifikation aus 25 µl Cholesteryl-Puffer-
 Gemisch (II), 975 µl reines Puffergemisch (I) und 20 µl Cholesteryl-[14C]-oleat 
 gewonnen. 
30 µl Gewebshomogenat und der durch Hitzedenaturierung (5 min, 95 °C) gewonnener Leer-
wert werden mit 75 µl des Substratgemisches versetzt, unter Eiskühlung sonifiziert und 24 
Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Reaktion durch Zuga-
be von 1 ml Benzol/Chloroform/Methanolgemisch (1,0:0,5:1,2), das 0,1 mM Oleat enthält, 
gestoppt. Jedem Eppendorfgefäß werden danach 150 µl 0,3 M NaOH zugefügt, so dass es zu 
einer Verseifung kommt. 
Intensives Schütteln und eine 5-minütige Zentrifugation führen zu einer Zwei-Phasen-
Trennung. Es werden jeweils 600 µl des Überstandes in mit 5 ml Wasser gefüllte Vials pipet-
tiert und mit 5 ml Quickszint-Szintillationslösung versetzt. Nach kräftigem Schütteln werden 
die Vials mit dem Eluat im Counter gezählt. 
 
 
4.4.4.2. Berechnung der Enzymaktivität 
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Die Lipase-Aktivität wird in nmol/h/mg Protein angegeben. 
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5. PATIENTEN 
 
5.1. Niemann-Pick Typ A 
 
Patient 1:
Bei dem Jungen gesunder nicht konsanguiner, deutschstämmiger Eltern, die aus Russland 
übergesiedelt sind, wurde im Alter von drei Monaten eine Hepatosplenomegalie festgestellt. 
Bei der durchgeführten Leberbiopsie konnten histologisch schaumzellig vergrößerte Kupfer-
zellen und elektronenmikroskopisch eine Myelinablagerung in den Hepatozyten nachgewie-
sen werden. Im Alter von neun Monaten zeigte das Kind eine ausgeprägte Gedeihstörung und 
psychomotorische Retardierung; bei der augenärztlichen Untersuchung wurde ein kirschroter 
Makula-Fleck gesehen. 
 
Patient 2:
Diese türkische Patientin zeigte im Alter von vier Monaten eine Hepatosplenomegalie, sechs 
Monate später eine Gedeihstörung, deutliche muskuläre Hypotonie, motorische Entwick-
lungsverzögerung und einen kirschroten Makula-Fleck. Die Gedeihstörung machte eine PEG-
Anlage (perkutane endoskopische Gastrostomie) notwendig. 
 
5.2. Niemann-Pick Typ B 
 
Patient 3:
Dieser Patient koreanischer Abstammung wurde im Alter von drei Jahren durch chronischen 
Husten und Atemnot symptomatisch. Bei der körperlichen Untersuchung konnten weder eine 
Hepatosplenomegalie noch eine neurologische Beteiligung festgestellt werden. Eine durchge-
führte Röntgen-Untersuchung des Thorax zeigte eine retikuläre pulmonale Zeichnungsver-
mehrung. In einer daraufhin entnommenen Lungenbiopsie konnte eine starke schaumzellige 
Makrophageninfiltration in den Alveolarraum und das Bindegewebe nachgewiesen werden. 
 
Patient 4:
Das zweite Kind konsanguiner türkischer Eltern zeigte, außer einer im Alter von sechs Mona-
ten diagnostizierten Hepatosplenomegalie, keine weiteren Auffälligkeiten, bis es im Alter von 
14 Jahren akut an Dyspnoe und Brustschmerzen erkrankte. Im Röntgenbild des Thorax konnte 
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eine retikuläre pulmonale Zeichnungsvermehrung gesehen werden. Eine neurologische Betei-
ligung wurde ausgeschlossen. Die Knochenmarkbiopsie zeigte schaumzellige Makrophagen. 
 
Patient 5:
Im Alter von zwei Jahren fiel bei dieser kroatischen Patientin eine Splenomegalie erstmals 
auf. Ein Jahr später wurde bei der körperlichen Untersuchung auch eine Vergrößerung der 
Leber festgestellt. Im Röntgen- und CT-Bild der Lunge zeigte sich ein basal betontes fein 
retikulo-noduläres Muster im Bereich der gesamten Lunge. Die Knochenmarksdifferenzie-
rung lieferte das Bild schaumzelliger Histiozyten. Die Patientin war neurologisch unauffällig. 
 
5.3. Niemann-Pick Typ C 
 
Patient 6:
Diese koreanische Patientin wurde im dritten Lebensmonat durch eine Hepatosplenomegalie 
symptomatisch. Im Alter von zwei Jahren kamen eine motorische Entwicklungsverzögerung 
und eine muskuläre Hypotonie hinzu. Im Magnetresonanztomogramm des Gehirns sah man 
eine leichte diffuse Atrophie des Corpus callosum und eine Vergrößerung des Subarachnoi-
dalraumes und Ventrikelsystems. In der Knochenmarkbiopsie zeigten sich schaumzellige 
Histiozyten. 
 
Patient 7:
Dieser Junge aus den Vereinigten Arabischen Emiraten wurde im Alter von sechs Monten 
durch eine Hepatosplenomegalie und epileptische Anfälle auffällig. Im MRT konnte eine 
Hirnatrophie gesehen werden. 
 
Patient 8:
Dieses holländische Mädchen litt nach der Geburt an einem protrahierten Neonatalikterus. Es 
entwickelte im Alter von fünf Monaten eine Hepatosplenomegalie. Bis zum sechsten Lebens-
jahr waren die neurologische und opthalmologische Untersuchung unauffällig. Eine Lungen-
beteiligung lag zu keiner Zeit vor. 
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Patient 9:
Bei diesem türkischen Patienten wurde im Alter von sechs Monaten eine Bauchumfangszu-
nahme aufgrund einer Hepatosplenomegalie sichtbar. Im Alter von acht Monaten zeigte das 
Kind zusätzlich eine chronische Lungenerkrankung mit Atemnot, psychomotorische Retardie-
rung und eine ausgeprägte Gedeihstörung. Auch bei diesem Patienten fand man in der Kno-
chenmarkbiopsie die typischen schaumzelligen Makrophagen. 
 
Patient 10:
Wie bei allen Typ-C-Patienten konnte auch bei diesem türkischen Mädchen im Alter von 
sechs Monaten eine Hepatosplenomegalie palpatorisch diagnostiziert werden. Sie war im Al-
ter von zwei Jahren stark untergewichtig, zeigte eine psychomotorische Retardierung und eine 
spastische Bewegungsstörung aller vier Extremitäten. 
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6. ERGEBNISSE 
 
6.1. Spektrophotometrische Bestimmung der ASMase-Aktivität 
 
6.1.1. Inkubationszeitabhängigkeit 
 
Die folgende Untersuchung zeigt die Abhängigkeit der ASMase-Aktivität von der Inkubations-
zeit in Leukozyten, Fibroblasten und Chorionzotten. Hierzu wurden Homogenate der jeweili-
gen Zellreihen hergestellt und unterschiedlich lang (30, 60, 90, 120, 150, 180 min) inkubiert. 
In den Abbildungen 9 a und b ist ein stetiger, linearer Anstieg der Absorptionsänderung bei 
Zunahme der Inkubationsdauer ersichtlich. Für die Routine-Untersuchung wurde eine Inkuba-
tionszeit von einer Stunde für Fibroblasten und Chorionzotten und von zwei Stunden für Leu-
kozyten festgelegt. 
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Abb. 9 a: Inkubationszeitabhängikeit der ASMase-Aktivität in Leukozyten 
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Abb. 9 b: Inkubationszeitabhängigkeit der ASMase-Aktivität in Fibroblasten und Chorionzotten 
 
 
6.1.2. Proteinabhängigkeit 
 
Bei dieser Untersuchung wurden aus Leukozyten-, Fibroblasten-, und Chorionzotten-
homogenat durch Verdünnen mit 0,5%igem Natrium-Cholat verschiedene Lösungen mit unter-
schiedlichen Proteinkonzentrationen hergestellt und anschließend die ASMase-Aktivität be-
stimmt. 
In den Messungen zeigte sich in allen Zellreihen ein zur Proteinkonzentration direkt proportio-
nales Verhalten der Extinktion. Dies ist in den Abbildungen 10 a und b grafisch dargestellt. Es 
wurde für alle Versuche ein Proteingehalt von 2,5−3,5 mg/dl für Leukozyten und 1,5−2,5 mg/dl 
für Fibroblasten und Chorionzotten gewählt. 
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Abb. 10 a: Proteinabhängigkeit der ASMase-Aktivität in Leukozyten 
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Abb. 10 b: Proteinabhängigkeit der ASMase-Aktivität in Fibroblasten und Chorionzotten 
 
 
6.1.3. Stabilitätsmessungen 
 
Für diese Untersuchung wurden ASMase-Aktivitäten in drei verschiedenen Fibroblastenproben 
(F1−3) unmittelbar nach Gewinnung eines Pellets, bzw. 4, 15, 35 und 60 Tage danach, be-
stimmt. Zwischenzeitlich wurden die Proben bei -20 °C aufbewahrt.  
Die Enzymaktivität sinkt mit der Häufigkeit des Einfrierens und Wiederauftauens nur gering-
fügig in F1 bzw. bleibt in F2 und F3 fast stabil. Das Enzym zeigt hiermit eine große Stabilität. 
Trotzdem wurden bei der Durchführung der Untersuchungen möglichst frische Fibroblasten 
verwendet. 
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Abb. 11: Stabilitätsmessungen in Fibroblasten 
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6.1.4. Enzymkinetik 
 
Für die Untersuchung der kinetischen Eigenschaft der sauren Sphingomyelinase wurde die Re-
aktion mit jeweils unterschiedlicher Substratkonzentration (2,5/5/7,5/12,5/15/30 mM) in Leu-
kozyten, Fibroblasten und Chorionzotten gestartet. Die Aktivität wurde nach einer Inkubati-
onsdauer von einer bzw. zwei Stunden gemessen und wie in den Abbildungen 12 a−c zu sehen, 
doppeltreziprok nach Lineweaver-Burk linear dargestellt. Daraus ergeben sich Michaelis-
Menten Konstanten (KM-Werte) für Leukozyten von 3,3 und 4,8 mM, für Fibro-blasten von 
1,25−2,9 mM und für Chorionzotten von 1,1 und 1,2 mM (Tab. 2 a−c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tab. 2 a: KM-Werte in Leukozyten; 
 L: Leukozyten   
 *: Abb. 12 a   
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Abb. 12 a: Enzymkinetik in Leukozyten     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tab. 2 b: KM-Werte in Fibroblasten; 
 F: Fibroblasten 
 *: Abb. 12 b 
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 Tab. 2 c: KM-Werte in Chorionzotten; 
bb.: 12c:
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 *: Abb. 12 c 
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D
onzellen und Lebergewebe gemessen (Tab. 3). Die mittlere Aktivität der ASMase in 37 
Fibroblastenkulturen beträgt 84,60 nmol/h/mg bei einer Standardabweichung von 32,03. Die 
ASMase-Aktivität, die in jeweils zwei Amnionzellen- bzw. Chorionzottenkulturen bestimmt 
wurde, beträgt im Mittel 38,30 bzw. 78,76 nmol/h/mg. Die in vier Leberbiopsien bestimmte 
Aktivität lag zwischen 11,92−26,52 nmol/h/mg mit einer durchschnittlichen Aktivität von 
16,26 nmol/h/mg. Von allen Zellarten war die mittlere Aktivität in Leukozyten mit 1,80 
nmol/h/mg am niedrigsten. Die Standardabweichung lag bei 0,94. 
 
In
sammengefasst. In Typ-A-Fibroblasten beträgt die Restaktivität weniger als 5 %. Bei den Typ-
B-Patientenzellen 3 und 4 liegt die Restaktivität zwischen 3 und 14 %. Auffällig ist die Aktivi-
tät des Typ-B-Patienten, die mit 43,65 nmol/h/mg im Normbereich liegt. Die Aktivität des Pa-
tienten 7 mit Typ C-Erkrankung liegt ebenso im Normbereich. In den übrigen NPC-Fibro-
blasten wurde eine partiell erniedrigte Aktivität von 17,87−26,07 nmol/h/mg gemessen. 
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Zellart ASMase-Aktivität (nmol/h/mg) 
Fibroblasten (kultiviert)  
Kontrollen (n = 37) 39,75−188,80 
Mittelwert: 
Standardabweichung: 
 
84,60 
32,03 
 
Amnionzellen (kultiviert)  
Kontrollen (n = 2) 29,02/47,57 
Mittelwert: 
 
38,30 
 
Chorionzotten (kultiviert)  
Kontrollen (n = 2) 70,70/86,82 
Mittelwert: 
 
78,76 
 
Leukozyten  
Kontrollen (n = 43) 0,57−4,99 
Mittelwert: 1,80 
Standardabweichung: 
 
0,94 
 
Leber (Biopsie)  
Kontrollen (n = 4) 11,92−26,52 
Mittelwert: 
 
16,26 
 
 
Tab. 3: Normwerte für saure Sphingomyelinase 
 
 
 
 
Typ A Typ B Typ C
Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Aktivität 0,97 0,67 5,57 1,33 43,65 18,24 44,91 26,07 22,27 17,87 
 
Tab. 4: ASMase-Aktivität (nmol/h/mg) in Patientenfibroblasten 
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6.2. Radioisotopische Bestimmung der ASMase-Aktivität 
 
6.2.1. Inkubationszeitabhängigkeit 
 
Diese Untersuchung zeigt den Einfluss der Inkubationszeit auf die Aktivität der sauren Sphin-
gomyelinase. Dabei wurden Leukozyten-, Fibroblasten- und Chorionzottenhomogenate unter-
schiedlich lang (1/2/3/4 h bzw. 0,5/1/2/3 h) inkubiert. 
In den Abbildungen 13 a−c zeigen die Graphen für alle Zellarten einen linearen Verlauf. Daher 
wurde für alle Versuche eine Inkubationszeit von einer Stunde festgelegt. 
 
 
0
100
200
300
400
500
600
700
0 1 2 3 4 5
Inkubationszeit [h]
Δ
 C
PM
 
Abb. 13 a: Inkubationszeitabhängigkeit der ASMase-Aktivität in Leukozyten 
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Abb. 13 b: Inkubationszeitabhängigkeit der ASMase-Aktivität in Fibroblasten 
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Abb. 13c: Inkubationszeitabhängigkeit der ASMase-Aktivität in Chorionzotten 
 
 
6.2.2. Proteinabhängigkeit 
 
Aus Leukozyten-, Fibroblasten- und Chorionzottenhomogenat wurden durch Verdünnen mit 
0,5%igem Natrium-Cholat verschiedene Lösungen mit unterschiedlichen Proteinkonzentratio-
nen hergestellt und anschließend die ASMase-Aktivität bestimmt. 
In den durchgeführten Versuchen verhält sich die Enzymaktivität direkt proportional zur Prote-
inkonzentration (Abb. 14 a−c). Für die Routine-Untersuchung wurde ein Proteingehalt von 
2,5−3,5 mg/dl für Leukozyten und 1−2 mg/dl für Fibroblasten und Chorionzotten gewählt. 
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Abb. 14 a: Proteinabhängigkeit der ASMase-Aktivität in Leukozyten 
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Abb. 14 b: Proteinabhängigkeit der ASMase-Aktivität in Fibroblasten 
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Abb. 14c: Proteinabhängigkeit in Chorionzotten 
 
 
6.2.3. Enzymkinetik 
 
In den Abbildungen 15 a und b sind die Enzymaktivitäten in Abhängigkeit von der Substrat-
konzentration in doppeltreziproker Darstellung nach Lineweaver-Burk aufgetragen. 
Daraus ergeben sich Km-Werte für Leukozyten von 360 µM und für Fibroblasten von 330 µM. 
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Abb. 15 a: Enzymkinetik in Leukozyten 
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Abb. 15 b: Enzymkinetik in Fibroblasten 
 
 
6.2.4. ASMase-Aktivitätsbereich 
 
Die ASMase-Aktivität wurde in verschiedenen Geweben gemessen (Tab. 5). Die mittlere Akti-
vität in Fibroblasten beträgt 17,14 nmol/h/mg bei einer Standardabweichung von 9,44. Die in je 
zwei kultivierten Amnionzellen gemessene mittlere Aktivität betrug 7,14 nmol/h/mg und in 
Chorionzotten 13,57 nmol/h/mg. Leukozyten zeigten die geringste Aktivität mit einem Norm-
bereich von 0,11−0,72 nmol/h/mg. Der Mittelwert beträgt 0,33 bei einer Standardabweichung 
von 0,15. Die ASMase-Aktivität, die in zwei verschiedenen Leberbiopsien gemessen wurde, 
liegt mit einer Aktivität von 9,56 nmol/h/mg im Aktivitätsbereich von Fibroblasten und Chori-
onzotten. 
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Zellart ASMase-Aktivität (nmol/h/mg) 
Fibroblasten (kultiviert)  
Kontrollen (n = 34) 4,17−46,89 
Mittelwert: 17,14 
Standardabweichung: 
 
9,44 
 
Amnionzellen (kultiviert)  
Kontrollen (n = 2) 5,32/8,95 
Mittelwert: 
 
7,14 
 
Chorionzotten (kultiviert)  
Kontrollen (n = 2) 6,14/21,00 
Mittelwert: 
 
13,57 
 
Leukozyten  
Kontrollen (n = 43) 0,11−0,72 
Mittelwert: 0,33 
Standardabweichung: 
 
0,15 
 
Leber (Biopsie)  
Kontrollen (n = 2) 5,70/13,42 
Mittelwert: 
 
9,56 
 
 
Tab. 5: Normwerte für saure Sphingomyelinase 
 
 
Aus der Tabelle 6 sind die in Patientenfibroblasten bestimmten ASMase-Aktivitäten zu ent-
nehmen. Typ-A- und -B-Patienten zeigen eine deutliche niedrige Aktivität von 0,13−0,29 
nmol/h/mg. Auch beim Patienten 5 liegt die Aktivität mit 0,36 nmol/h/mg deutlich vermindert 
unter dem Normbereich. Von den Typ-C-Patienten befindet sich nur der Patient 7 mit einer 
Aktivität von 6,89 nmol/h/mg im Normbereich, die anderen liegen mit Aktivitäten von 
3,54−3,94 nmol/h/mg leicht unter dem Normbereich. 
 
 
Typ A Typ B Typ C
Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Aktivität 0,23 0,19 0,29 0,13 0,36 3,54 6,89 3,60 3,62 3,94 
 
Tab. 6: ASMase-Aktivität (nmol/h/mg) in Patientenfibroblasten 
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6.3. Filipin-Färbung kultivierter Fibroblasten 
 
6.3.1. Beurteilung der Färbung [116] 
 
Sowohl Kontroll- als auch NP-C-Fibroblasten, die nur in LPDS enthaltendem Medium gezüch-
tet und anschließend gefärbt werden, zeigen eine leichte Filipin-Fluoreszenz der Plasma-
membran. Eine eindeutige Differenzierung dieser Zellen erfolgt durch eine 24-stündige LDL-
Inkubation mit anschließender Färbung. In normalen Fibroblasten fluoreszieren intrazelluläre 
Strukturen nur leicht und die fluoreszierende Eigenschaft der Plasmamembran nimmt zu. NP-
C-Fibroblasten zeigen dagegen eine intensive Fluoreszenzfärbung perinukleärer Vakuolen, die 
den Lysosomen entsprechen [145, 9], (Abb. 16). 
 
 
Abb. 16: Typisches perinukleäres Fluoreszenzmuster 
in NP-C-Hautfibroblasten [171] 
 
Je nach Färbeverhalten unterscheidet man ein „klassisches“ von einem „varianten“ Muster. Bei 
der klassischen Form zeigen 95 % der Zellen eine perinukleäre Fluoreszenz, bei der varianten 
Form hingegen nur 50 % der Zellen (Abb. 17). 
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Abb. 17: Darstellung der Cholesterin-Akkumulation in Lysosomen mittels Filipin-Färbung und Immun-
fluoreszenzmikroskopie in Hautfibroblasten nach Inkubation mit LDL: (a) klassische NP-C-Zelllinie; (b) 
variante NP-C-Zelllinie; (c) normale Zelllinie [173] 
 
 
6.3.2. Färbeergebnisse  
 
Als Positivkontrollen dienten die Patientenzelllinien 8, die an der Universität Lei-
den/Niederlande als klassischer biochemischer NPC1-Phänotyp diagnostiziert, und 10, die uns 
von der Medizinischen Fakultät Çapa Istanbul/Türkei als diagnostizierter Typ C geschickt 
wurden. Da die Diagnose im Auftrag einer anderen türkischen Klinik in Lyon/Frankreich ge-
stellt wurde, konnte uns die biochemische Phänotypenklassifikation nicht mitgeteilt werden. 
Als Negativkontrollen wurden Fibroblasten gesunder Probanden verwendet. 
Die Filipin-Färbung stellte sich bei drei weiteren Patienten, Nr. 6, 7 und 9 als positiv dar. Au-
ßer den Zelllinien 9 und 10, bei der nur 50 % der Zellen eine intensive perinukleäre Fluores-
zenz zeigten, typisch für das „variante“ Färbeverhalten, konnten die anderen Zelllinien dem 
„klassischen“ Muster zugeordnet werden. Die Färbung in Typ-A- und -B-Patientenzellen war 
wie erwartet negativ (Tab. 7). 
 
 
Typ A Typ B Typ C 
Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Ergebnis n. d. neg. neg. neg. neg. classic classic classic variant variant
 
Tab. 7: Färbeergebnisse nach LDL-Inkubation in Niemann-Pick Patientenfibroblasten; 
n. d.: nicht durchgeführt; neg.: negativ 
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Das Färbeergebnis nach 24-stündiger Inkubation mit FBS anstelle LDL war nicht eindrucks-
voll. Die Zelllinien 6, 7 und 8 zeigten eine schwache perinukleäre Fluoreszenz. Die Fibro-
blasten 9 und 10 waren von normalen Zellen nicht zu unterscheiden. 
 
 
6.4. Spektrophotometrische Bestimmung der ASMase-Aktivität nach Inkubation mit 
oder ohne FBS in lebenden Fibroblasten 
 
Bei dieser Untersuchung wurde sowohl in Kontroll- als auch in NPD-Fibroblasten die ASMa-
se-Aktivität nach Kultivierung in Nährmedium ohne FBS bzw. mit FBS spektrophotometrisch 
bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden mit den nach Kultivierung in Normalmedium be-
stimmten Aktivitäten (Tab. 8 und 9) verglichen (Abb. 18). Die im Normalmedium (Dulbecco’s 
MEM) gemessenen Aktivitäten der NP-A- und NP-B-Zelllinien und die nach Inkubation ohne 
FBS bestimmten Werte erwiesen sich als nahezu gleich hoch. Die Kontrollzellen zeigten einen 
Anstieg der mittleren Aktivitäten um 24 nmol/h/mg. Die mittlere Aktivität der NP-C-
Fibroblasten nahm deutlich um 109 nmol/h/mg zu. 
In Kontrollzellen blieb die Aktivität nach FBS-Zugabe unverändert oder wurde sogar viel hö-
her gemessen als ohne FBS-Zugabe (Tab. 9). Bei den Typ-A und -B-Patientenzellen konnte 
eine Aktivitäszunahme nach Inkubation mit FBS um das Vielfache festgestellt werden (Tab. 8). 
Die NP-C-Fibroblasten verhielten sich dagegen umgekehrt, die Aktivität nahm nach FBS-Gabe 
ab. Die Patientenzellen Nr. 8 und 10 zeigen nur noch eine Restaktivität von ca. 60 % (Tab. 8). 
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Abb. 18: Darstellung der nach Kultivierung im Normalmedium (siehe 4.1.2.) und ± FBS-haltigem Medium 
(siehe 4.4.2.1.) bestimmten mittleren ASMase-Aktivitäten in Kontroll-, NP-A-, NP-B- und NP-C-Fibro-
blasten; *: ohne Patient 5 
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In der Tabelle 8 sind die Aktivitäten in NPD-Patientenfibroblasten zusammengefasst. Die Zu-
nahme der Aktivität nach FBS-Inkubation in NP-A- und NP-B-Zellen bzw. Abnahme in NP-C-
Zellen verglichen mit der Aktivität ohne FBS-Zugabe ist deutlich zu sehen. Auch hier liegt die 
spektrophotometrisch bestimmte Aktivität des Patienten 5 im Normbereich. Jedoch verhalten 
sich diese Zellen genauso wie die NP-A- und übrigen NP-B-Fibroblasten, die Aktivität nimmt 
nach FBS-Gabe zu. 
Die Tabelle 9 zeigt die mittleren Aktivitäten in NPD- und Kontrollfibroblasten. 
 
 
ASMase-Aktivität (nmol/h/mg) 
Patient NM - FBS + FBS 
1 0,97 2,06 8,97 A 
2 0,67 0,31 2,67 
3 5,57 2,22 3,49 
4 1,33 2,27 5,19 B 
5 43,65 170,23 191,35 
6 18,24 149,29 120,56 
7 44,91 152,54 116,94 
8 26,07 167,74 97,03 
9 22,27 137,09 111,49 
C 
10 17,87 67,25 37,08 
 
Tab. 8: Im Normalmedium (NM; siehe 4.1.2.) und Medium ± FBS (siehe 
4.4.2.1.) bestimmte ASMase-Aktivitäten in NPD-Patientenfibroblasten 
 
 
ASMase-Aktivität (nmol/h/mg) 
Fibroblasten 
NM - FBS + FBS 
NP-A (n = 2) 0,82 1,19 5,82 
NP-B (n = 2)* 3,45 2,25 4,34 
NP-C (n = 5) 25,87 134,78 96,76 
Kontrollen (n = 23) 88,14 112,12 127,83 
 
Tab. 9: Im Normalmedium (NM; siehe 4.1.2.) und Medium ± FBS (siehe 4.4.2.1.) 
bestimmte mittlere ASMase-Aktivitäten in NPD-Patienten- und Kontrollfibroblasten,  
*: ohne Patient 5 
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6.5. [3H]-Oleat-Inkorporation in lebenden Fibroblasten 
 
6.5.1. Inkubationszeitabhängigkeit 
 
In diesen Versuchen wurde die Abhängigkeit des Oleat-Verbrauchs von der Verweildauer der 
Zellen im Inkorporationsgemisch, bestehend aus Oleat-Albumin-Gemisch und [³H]-Oleat, er-
mittelt. Es wurden für diese Untersuchung Negativ- (Kontrolle 1 und 2) und Positivkontrollen 
(Patient 8 und 10) benötigt. Je zwei Fibroblasten-Brutflaschen des Patienten 8 und der Kontrol-
le 1 bzw. des Patienten 10 und der Kontrolle 2 wurden nach Zugabe des Inkorporationsgemi-
sches (Oleat-Albumin-Gemisch + [³H]-Oleat) und Medien mit und ohne FBS sechs, zwölf und 
24 Stunden lang inkubiert.  
In den Tabellen 10 a−12 a sind die [³H]-Oleat-Werte der Kontrolle 1 und des Patienten 8 und in 
10 b−12 b der Kontrolle 2 und des Patienten 10 zusammengefasst. Die Kontrollzellen 1 und 2 
zeigen nach sechsstündiger ± FBS-Inkubation eine Differenz [(- FBS) - (+ FBS)] von 8,2 und 
6,3 pmol/h/mg, die nach zwölf Stunden auf 4,6 und 3,8 pmol/h/mg abnimmt. Nach 24-stün-
diger ± FBS-Inkubation haben beide Zellreihen nach einem weiteren Abfall die niedrigste Dif-
ferenz von 2,7 und 2,2 pmol/h/mg erreicht. 
Bei den Patientenfibroblasten 8 nimmt der nach sechs Stunden gemessene Differenzbetrag von 
11,7 pmol/h/mg zunächst nach zwölf Stunden auf 9,7 pmol/h/mg leicht ab, und steigt nach 24 
Stunden auf 11,0 pmol/h/mg wieder an. 
Die nach sechsstündiger ±FBS-Inkubation gemessene Differenz 10,0 pmol/h/mg in den Patien-
tenfibroblasten 10 fällt nach zwölf Stunden stark ab auf 2,9 pmol/h/mg. Nach 24 Stunden be-
trägt die Differenz nach einem leichten Anstieg 5,8 pmol/h/mg. 
 
 
F
B
S 
[³H]-Oleat-Wert 
(pmol/h/mg)  
F
B
S
[³H]-Oleat-Wert 
(pmol/h/mg) 
Kontrolle 1 - 33,44 Kontrolle 2 - 42,80 
Kontrolle 1 + 25,28 Kontrolle 2 + 39,12 
Δ  
 
 
 
8,2 
 
Δ  
 
 
 
6,3 
 
Patient 8 - 37,96 Patient 10 - 51,62 
Patient 8 + 26,28 Patient 10 + 41,60 
Δ  11,7 
 
Δ  10,0 
 
Tab. 10 a: [³H]-Oleat-Wert nach sechsstündiger Tab. 10 b: [³H]-Oleat-Wert nach sechsstündiger 
± FBS-Inkubation in Fibroblasten der Kontrolle 1 ± FBS-Inkubation inFibroblasten der Kontrolle 2 
und des Patienten 8    und des Patienten 10 
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F
B
S 
[³H]-Oleat-Wert 
(pmol/h/mg)  
F
B
S
[³H]-Oleat-Wert 
(pmol/h/mg) 
Kontrolle 1 - 22,14 Kontrolle 2 - 40,96 
Kontrolle 1 + 17,52 Kontrolle 2 + 37,16 
Δ  
 
 
 
4,6 
 
Δ  
 
 
 
3,8 
 
Patient 8 - 28,24 Patient 10 - 34,08 
Patient 8 + 18,52 Patient 10 + 31,02 
Δ  9,7 
 
Δ  2,9 
 
Tab. 11 a: [³H]-Oleat-Werte nach zwölfstündiger Tab. 11 b: [³H]-Oleat-Werte nach zwölfstündiger 
± FBS-Inkubation in Fibroblasten der Kontrolle 1 ± FBS-Inkubation in Fibroblasten der Kontrolle 2 
und des Patienten 8    und des Patienten 10 
 
 
 
F
B
S 
[³H]-Oleat-Wert 
(pmol/h/mg)  
F
B
S
[³H]-Oleat-Wert 
(pmol/h/mg) 
Kontrolle 1 - 22,50 Kontrolle 2 - 24,26 
Kontrolle 1 + 19,82 Kontrolle 2 + 22,04 
Δ  
 
 
 
2,7 
 
Δ  
 
 
 
2,2 
 
Patient 8 - 21,70 Patient 10 - 22,97 
Patient 8 + 10,70 Patient 10 + 17,21 
Δ  11,0 
 
Δ  5,8 
 
Tab. 12a : [³H]-Oleat-Werte nach 24-stündiger Tab. 12 b: [³H]-Oleat-Werte nach 24-stündiger 
± FBS-Inkubation in Fibroblasten der Kontrolle 1 ± FBS-Inkubation in Fibroblasten der Kontrolle 2 
und des Patienten 8    und des Patienten 10 
 
 
6.5.2. Oleat-Inkorporation: [³H]-Oleat-Werte in Patienten- und Kontrollfibroblasten 
 
Die Oleat-Inkorporation wurde in Kontrollfibroblasten, NP-A-, NP-B- und NP-C-Fibroblasten 
untersucht (Tab. 13). Der mittlere [³H]-Oleatwert beträgt in Kontrollzellen nach Inkubation 
ohne FBS 23,75 pmol/h/mg und nach Inkubation mit FBS 17,63 pmol/h/mg. Die daraus gebil-
dete Differenz liegt zwischen 2,2−8,4 pmol/h/mg. Die ± FBS-Werte in Niemann-Pick Typ-A-
und -B-Fibroblasten liegen im Normbereich mit einer Differenz von 3,8−8,0 pmol/h/mg (Tab. 
14). Die NP-C-Patientenfibroblasten 6 und 7 zeigen wie 8 gleich hohe [³H]-Oleat-Werte nach 
24-stündiger FBS-Inkubation. Der Differenzbereich liegt zwischen 11,0−12,0 pmol/h/mg. Die 
Patientenzellen 9 und 10 befinden sich mit Differenzen von 8,2 und 5,8 pmol/h/mg im Norm-
bereich (Tab. 13). Da die Fibroblasten der Patienten 6 und 7 bezüglich der Differenz ähnlich 
hohe Werte aufweisen wie die Zellen des als biochemisch klassisch diagnostizierten Patienten 
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8 besitzen, werden sie auch als biochemisch klassischer Typ bezeichnet. Die zweite Positivkon-
trolle, Patient 10, zeigt ebenso wie Patient 9, eine im Normbereich liegenden Differenzbetrag 
und zählt somit zu der biochemisch varianten Gruppe. 
 
[³H]-Oleat-Wert (pmol/h/mg)
Fibroblasten 
- FBS + FBS Differenz- bereich
NP-A (n = 2) 19,31 13,73 3,8/7,3 
NP-B (n = 3) 18,18 10,73 5,7−8,0 
NP-C (n = 5) 23,89 15,01 5,8−12,0 
Kontrollen (n=20) 23,75 17,63 2,2−8,4 
 
Tab. 13: [³H]-Oleat-Mittelwerte in NPD-Patienten- und Kontrollfibroblasten 
 
 
[³H]-Oleat-Wert (pmol/h/mg)
Patient 
- FBS + FBS Δ 
1 19,95 12,63 7,3 A 
2 18,66 14,83 3,8 
3 20,13 12,15 8,0 
4 15,89 10,24 5,7 B 
5 16,22 9,31 6,9 
6 24,80 12,81 12,0 
7 26,03 15,02 11,0 
8 21,70 10,70 11,0 
9 19,81 11,65 8,2 
C 
10 22,97 17,21 5,8 
 
Tab. 14: [³H]-Oleat-Werte in NPD-Patientenfibroblasten 
 
 
6.6. Radioisotopische Bestimmung der zytoplasmatischen CEHase-Aktivität 
 
Die mittlere zytoplasmatische CEHase-Aktivität der Kontrollfibroblasten beträgt 0,15 
nmol/h/mg (Tab. 15). Die Aktivität in Typ-A- und –B-Fibroblasten liegt im Normbereich. Die 
Typ-C-Patientenzellen 7, 8 und 9 zeigen eine verminderte Aktivität von 0,04 und 0,05 
nmol/h/mg, während die Aktivität der Zellen 6 und 10 im Normbereich liegt (Tab. 16). 
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Zellart 
Zytoplasmatische  
CEHase-Aktivität 
(nmol/h/mg) 
Fibroblasten (kultiviert)  
Kontrollen (n = 28) 0,08−0,29 
Mittelwert: 0,15 
Standardabweichung: 
 
0,05 
 
 
Tab.15: Normbereich der zytoplasmatischen CEHase-Aktivität in Kontrollfibroblasten 
 
 
 
Typ A Typ B Typ C
Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Aktivität 0,23 0,15 0,18 0,34 0,16 0,20 0,05 0,05 0,04 0,28 
 
Tab. 16: Zytoplasmatische CEHase-Aktivität in Niemann-Pick Patientenfibroblasten 
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7. DISKUSSION 
 
7.1. Bestimmung der ASMase-Aktivität 
 
7.1.1. Spektrophotometrischer Test 
 
Die spektrophotometrische Aktivitätsbestimmung der ASMase mit dem künstlichen Substrat 
2N-Hexadecanoylamino-4-nitrophenyl-phosphorylcholin (HNP) beruht auf einer von Gal et 
al. 1975 [38] erstmals beschriebenen Methode, die durch uns modifiziert und erweitert wurde. 
In der Originalarbeit wurde die Charakterisierung des Enzyms nur in Fibroblasten durchge-
führt. Gal et al. zeigten, dass sich die Proteinkonzentration zur Absorptionsänderung bis zu 
einem Proteingehalt von 268 µg linear verhält. Während bei seiner Untersuchung zur Inkuba-
tionszeitabhängigkeit ein linearer Anstieg der Absorptionsänderung in den ersten beiden 
Stunden zu entnehmen ist, flacht die Kurve danach leicht ab. Wir konnten mit unserer Metho-
de eine lineare Abhängigkeit sowohl der Proteinkonzentration (Abb. 10 a, b) als auch der In-
kubationszeit zur Absorptionsänderung innerhalb der ersten drei Stunden (Abb. 9 a, b) in Leu-
kozyten, Fibroblasten und Chorionzotten nachweisen. Der von Gal et al. für Fibroblasten 
angegebene KM-Wert von 2,4 mM liegt in dem von uns ermittelten Bereich von 1,25−2,9 mM 
(n = 3). Eine KM-Wertbestimmung in Leukozyten von 3,3/4,8 mM (n = 2) und Chorionzotten 
von 1,1/1,2 mM (n = 2) wurde von uns erstmalig durchgeführt. 
Der von Gal et al. [38] angegebene hohe Normbereich in kultivierten Fibroblasten von 
92−168 nmol/h/mg (n = 15) und Amnionzellen 163/180 nmol/h/mg (n = 2) ist möglicherweise 
auf Kulturbedingungen zurückzuführen. Der hohe Normbereich in Leukozyten von 3,9−7,5 
nmol/h/mg (n = 11) ist sowohl durch unsere leicht erhöhten Leerwerte als auch durch eine 
von unserer Methode abweichenden Leukozytenpräparationstechnik zu erklären [39]. Norm-
bereiche für die spektrophotometrische ASMase-Bestimmung in Chorionzotten und Leber 
wurden erstmals durch unsere Untersuchungen ermittelt. Unsere Untersuchungen (siehe 
6.1.5.) ergaben für kultivierte Zellen folgende Mittelwerte in nmol/h/mg: Fibroblasten 
84,60±32,03 (n = 37), Amnionzellen 38,30 (n = 2) und Chorionzotten 78,76 (n = 2). Die Ak-
tivität, gemessen in 43 Leukozyten, lag in einem Bereich von 0,57-4,99nmol/h/mg (1,80±0,94 
nmol/h/mg). Der in der Leber bestimmte Mittelwert beträgt 16,26 nmol/h/mg mit einem Akti-
vitätsbereich von 11,92−26,52 nmol/h/mg. 
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Da der optische Dichteunterschied in mit HNP inkubierten Kontrollen ohne Enzym und Leu-
kozytenextrakten sehr gering ist, wird zur ASMase-Aktivitätsbestimmung in Leukozyten das 
[14C]-markierte Sphingomyelin als Substrat empfohlen [38]. 
 
 
7.1.2. Radioisotopischer Test 
 
Wir führten in unserem Labor erstmals eine radioisotopische ASMase-Aktivitätsbestimmung 
mit [14C]-Sphingomyelin angelehnt an eine von Wenger [177] und Folch et al. [36] beschrie-
bene, von uns modifizierte Methode durch. In der Originalarbeit wurden Protein- und Inkuba-
tionszeitabhängigkeitsstudien nur in Fibroblasten durchgeführt. In diesen Versuchen zeigt die 
ASMase-Aktivität eine lineare Abhängigkeit der Proteinkonzentration bis zu einem Protein-
gehalt von 75 µg und der Inkubationszeit bis zu 90 Minuten, der Graf flacht dann bis 120 Mi-
nuten sehr leicht ab. In unseren Untersuchungen in Leukozyten, Fibroblasten und Chorionzot-
ten verhielten sich die Proteinkonzentration (Abb. 14 a−c) und die Inkubationszeit (Abb. 13 a, 
b) zur cpm-Änderung in Leukozyten und Fibroblasten bis vier Stunden und in Chorionzotten 
bis drei Stunden (Abb. 13 c) linear. Die in der Literatur angegebenen KM-Werte für das [14C]-
Sphingomyelin variieren sehr stark von 25−500 µM [128, 182, 183]. Unsere gemessenen KM-
Werte von 360 µM für Leukozyten und 330 µM für Fibroblasten liegen in diesem Bereich. 
 Die von Wenger [177] angegebenen mittleren Werte für Fibroblasten von 83 ± 22,7 
nmol/h/mg (n=60), für Amnionzellen von 68,5 nmol/h/mg mit einem Aktivitätsbereich von 
40,7−106,0 nmol/h/mg (n = 9) und für Leukozyten von 1,94 ± 0,93 nmol/h/mg (n = 30) liegen 
deutlich höher als unsere gemessenen Werte. Dies kann durch unterschiedliche Versuchs- und 
Kulturbedingungen erklärt werden. Normbereiche für Chorionzotten und Leber wurden bisher 
nicht beschrieben. 
Die durch uns in verschiedenen Zellarten bestimmten ASMase-Aktivitäten werden in Tabelle 
17 den Angaben aus der Literatur gegenübergestellt. 
Es kann gezeigt werden, dass unsere Werte in großen Bereichen mit den *markierten Litera-
turangaben korrelieren. 
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Normwerte Fibroblasten Amnionzellen Chorionzotten Leukozyten Leber 
Eigene Werte 
4,17−46,89 
(n = 34) 
17,14±9,44 
5,32/8,95 
(n = 2) 
7,14 
6,14/21,00 
(n = 2) 
13,57 
0,11−0,72 
(n = 43) 
0,33±0,15 
5,70/13,42 
(n = 2) 
9,56 
deWinter et 
al. [27] 
4,9−20,5* 
(n = 12) 
 
3,1−8,0* 
(n = 11) -- -- -- 
Takada et al. 
[150] 
32,8−59,1 
(n = 3) 
42,4 
-- -- 
0,69−1,09* 
(n = 5) -- 
Fukada et al. 
[37] 
 
-- 
 
(n = 9) 
18,8±10,5 
 
(n = 9)* 
7,8±3,7 
-- -- 
Minami et al. 
[102] -- -- -- 
 
(n = 16) 
2,56 
 
(n = 7) 
23,94 
Higami et al. 
[55] 
 
(n = 2) 
11,4 
-- -- -- -- 
Epstein et al. 
[31] -- 
8,7/8,9 
(n = 2) 
 
-- -- 
 
(n = 2)* 
9,70 
 
Tab. 17: Zusammenfassung der eigenen und Literatur-Normwerte; 1. Zeile: Normbereich; 2. Zeile: Pro-
benanzahl; 3. Zeile: Mittelwert (± Standardabweichung) 
*: enge Korrelation der Literaturangaben mit unseren Werten 
 
 
7.1.2. Patientenergebnisse 
 
Die spektrophotometrisch und radioisotopisch bestimmten ASMase-Aktivitäten in Niemann-
Pick Typ-A-, -B- und -C-Patientenfibroblasten sind in Tabelle 18 zusammengefasst. Die Ak-
tivitäten der Typ-A- und -B-Patientenzellen 1− 4 sind auf weniger als 10 % des unteren 
Normbereichs reduziert. Es ist zu beachten, dass die Werte nicht mit dem Schweregrad der 
Erkrankung korrelieren [161]. Eine Subklassifikation in Typ A oder B kann nicht allein an-
hand einer verminderten ASMase-Aktivität, sondern nur zusammen mit dem klinischen Er-
scheinungsbild erfolgen. Von den in fünf Typ-C-Patienten bestimmten Werten, zeigen vier 
eine, wie in der Literatur beschriebene [178, 158, 6] partiell verminderte ASMase-Aktivität. 
Nur Patient 7 liegt mit beiden Aktivitäten in den entsprechenden Normbereichen. Auffällig ist 
ferner die spektrophotometrisch gemessene, im Normbereich liegende Aktivität des Patienten 
5, während der radioisotopisch ermittelte Wert mit weniger als l0 % deutlich unter dem unte-
ren Aktivitätsbereich liegt. Auf dieses Phänomen wurde ausdrücklich durch Vanier in einer 
im Jahr 2002 veröffentlichten Abhandlung [172] hingewiesen. Eine von Harzer et al. [53] 
veröffentlichte Studie lieferte ein Jahr später die Erklärung: Von 24 untersuchten Typ-A- und 
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-B-Patientenzellen zeigten vier Zelllinien eine hohe im Normbereich liegende Aktivität mit 
dem künstlichen Substrat und eine eindeutig verminderte unter dem Normbereich liegende 
Aktivität mit dem authentischen Substrat [14C]-Sphingomyelin. Bei bestimmten Mutationen, 
wie z. B. der Q292K, wird die positiv geladene Aminosäure Lysin gegen die neutrale Amino-
säure Glutamin ausgetauscht. Dies hat die Entstehung eines defekten Enzymproteins mit hö-
herer Substrataffinität zum HNP zur Folge. 
Die Untersuchung mit dem künstlichen Substrat bietet erhebliche Vorteile: 
Für viele Laboratorien wird der Kostenfaktor von großem Interesse sein, das künstliche Sub-
strat ist viel günstiger als das radioaktive. Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass diese Unter-
suchung ohne radioaktive Zusätze auskommt. Die Vermeidung radioaktiver Abbauprodukte 
ermöglicht ein umweltschonenderes Arbeiten. Außerdem erübrigt sich eine betriebsärztliche 
Untersuchung der Labormitarbeiter auf mögliche, einschränkende gesundheitliche Probleme 
hinsichtlich des Umgangs mit radioaktivem Material. Schwangere Mitarbeiterinnen oder Mit-
arbeiter mit einer Strahlenbelastung in der Vorgeschichte können bedenkenlos mit dem Sub-
strat arbeiten. Der letzte wichtige Punkt ist die Durchführung der Untersuchung in für Radio-
aktivität nicht zugelassenen Räumen. 
Trotzdem ist es anzuraten, bei typischer Klinik die ASMase-Aktivität zusätzlich radioisoto-
pisch zu bestimmen, um falsch negative Befunde zu vermeiden. 
 
ASMase- 
Aktivität1,a 
 
[³H]-Oleat- 
Wert² 
 Patient 
A
SM
as
e-
 
A
kt
iv
itä
t1,
a
A
SM
as
e-
 
A
kt
iv
itä
t1,
b
Fi
lip
in
- 
Fä
rb
un
g 
- FBS + FBS - FBS + FBS Δ L
ip
as
e-
 
A
kt
iv
itä
t1
1 0,97 0,23 n.d. 2,06 8,97 19,95 12,63 7,32 0,23 
2 0,67 0,19 neg. 0,31 2,67 18,66 14,83 3,83 0,15 
3 5,57 0,29 neg. 2,22 3,49 20,13 12,15 7,98 0,18 
4 1,33 0,13 neg. 2,27 5,19 15,89 10,24 5,65 0,34 
5 43,65 0,36 neg. 170,23 191,35 16,22 9,31 6,91 0,16 
6 18,24 3,54 classic 149,29 120,56 24,80 12,81 11,99 0,20 
7 44,91 6,89 classic 152,54 116,94 26,03 15,02 11,01 0,05 
8 26,07 3,60 classic 167,74 97,03 21,70 10,70 11,00 0,05 
9 22,27 3,62 variant 137,09 111,49 19,81 11,65 8,16 0,04 
10 17,87 3,94 variant 67,25 37,80 22,97 17,21 5,76 0,28 
 
Tab. 18: Zusammenfassung aller Ergebnisse in Patientenfibroblasten 
a: spektrophotometrische ASMase-Bestimmung; b: radioisotopische ASMase-Bestimmung 
1: Einheit in nmol/h/mg; 2: Einheit in pmol/h/mg; 
n.d.: nicht durchgeführt 
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7.2. Methoden zum Nachweis einer intrazellulären Cholesterintransportstörung 
 
7.2.1. Filipin-Färbung 
 
Die von Kruth et al. [72] entwickelte, seit 1987 als Screening-Methode hauptsächlich in 
Fibroblasten durchgeführte Filipin-Färbung weist mit hoher Sensitivität und Spezifität akku-
muliertes nicht verestertes, Cholesterin in Lysosomen nach. Die Färbung kann auch in kulti-
vierten Lymphozyten [2], Chorionzotten und Amnionzellen [168] erfolgen. Da im Normal-
medium, z.B. Dulbecco’s MEM, gezüchtete und gefärbte Zellen zu 80 % keine Fluoreszenz 
zeigen, werden sie zuerst in LPDS enthaltendem Medium bebrütet und erst nach 24-stündiger 
LDL-Inkubation gefärbt. Bei den meisten NP-C-Patienten zeigen 95 % der Zellen eine inten-
sive Fluoreszenzfärbung perinukleärer Strukturen, die als Lysosomen [145, 9] identifiziert 
wurden. Dieses Färbeverhalten wird als zytochemisch „klassisch“ bezeichnet. Bei zytoche-
misch „varianten“ Formen sind nur 50 % der perinukleären Strukturen gefärbt. Ein positives, 
jedoch deutlich differierendes Filipin-Färbemuster wird auch in Fibroblasten von Patienten 
mit I-Zell-Erkrankung gefunden [166]. Die intrazelluläre Cholesterinakkumulation in diesen 
Zellen ist Folge einer lysosomalen Fehlsteuerung des NPC2-Proteins [21]. 
Wir konnten Vanier et al’s Beobachtung [166], dass sich nach 24-stündiger FBS-Inkubation 
nur klassische NP-C-Patientenfibroblasten positiv färben und variante Zellen von normalen 
nicht unterscheiden, bestätigen. Von den fünf untersuchten NP-C-Fibroblasten zeigten die 
Zellen 6, 7 und 8 ein klassisches und die Zellen 9 und 10 ein variantes Färbemuster (Tab. 7, 
18). Die Färbung in NP-A- und -B-Fibroblasten war negativ. 
 
 
7.2.2. Spektrophotometrische Bestimmung der ASMase-Aktivität nach Inkubation mit 
oder ohne FBS in lebenden Fibroblasten 
 
Mit dieser einfachen, sicheren und schnell durchführbaren Methode können Fibroblasten von 
Niemann-Pick Typ-C-Patienten eindeutig von Typ-A- und -B-Patienten- und Kontrollzellen 
unterschieden werden. Unsere Untersuchungen lieferten mit der Literatur [166, 156] ver-
gleichbare Ergebnisse. Die in Kontroll- und NP-C-Fibroblasten nach Subkultivierung in Stan-
dardmedium (Dulbecco’s MEM) gemessenen ASMase-Aktivitäten stiegen nach dreitägiger 
Bebrütung in LPDS-Medium deutlich an (Abb. 18). Die Lipoproteine, die im Dulbecco’s 
MEM enthalten sind, haben somit eine hemmende Wirkung auf die Enzymaktivität. Die Akti-
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vitäten der Typ-A-und -B-Patientenzellen wurden dagegen kaum beeinflusst. Eine zweitägige 
Subkultivierung der Fibroblasten in LPDS-Medium und anschließender 24-stündiger FBS-
Inkubation zeigte in einigen Kontrollfibroblasten eine gleich hohe Aktivität, jedoch bei den 
meisten einen weiteren Anstieg, und in NP-C-Fibroblasten einen Abfall der Aktivitäten auf im 
Normbereich liegende Werte. Die Aktivitäten in NP-A- und -B-Fibroblasten stiegen erst nach 
FBS-Zugabe um das Vielfache an. Dieser deutliche Einfluss des Lipoproteingehaltes des Me-
diums auf das nicht veresterte lysosomale Cholesterin wurde bereits in verschiedenen Studien 
beschrieben [84, 16, 119, 145]. Durch Entfernung des exogenen Lipoproteins aus dem Medi-
um können der Sphingomyelinase-Mangel und die Cholesterinakkumulation korrigiert wer-
den. Diese Beobachtung legt nahe, dass die Änderung des Cholesteringehaltes die biochemi-
sche oder klinische Manifestation der Erkrankung beeinflussen könnte [156]. Pentchev et al. 
[117] konnten anhand eines Maus-Modells zeigen, dass die Schwere und Progression der Er-
krankung bei Mäusen, die zusätzlich mit exogenem Cholesterin gefüttert wurden, stärker zu-
nahm, als bei diätetisch gut eingestellten Kontrollmäusen. Beim Menschen konnte eine Ab-
nahme der hepatischen und Plasmacholesterinspiegel nach kombinierter medikamentöser 
Therapie mit Cholesterinsenkern gezeigt werden. Eine positive Einflussnahme auf neurologi-
sche Symptome konnte nicht bewiesen werden [115], dennoch wird NP-Patienten eine choles-
terinarme Ernährung und medikamentöse Therapie empfohlen. 
 
 
7.2.3. [3H]-Oleat-Inkorporation in lebenden Fibroblasten 
 
Die [3H]-Oleat-Inkorporation wird in Anlehnung an eine von Vanier et al. [166] entwickelten 
Methode durchgeführt. Bei dieser relativ komplizierten und zeitaufwändigen Untersuchung 
werden Kontroll- und NP-C-Fibroblasten nach Subkultivierung in LPDS-Medium, 24 Stun-
den lang in einem ±LDL-Medium, das [3H]-Oleat enthält, inkubiert. Nach rezeptorvermittelter 
Aufnahme des LDL-Cholesterins und Diffusion des [3H]-Oleats in die Zelle stellt man in 
normalen Zellen eine deutliche Inkorporationszunahme des [3H]-Oleats in Cholesterin[3H]-
Oleat fest. Die Menge des in vitro gebildeten Cholesterin[3H]-Oleats wird dünnschichtchro-
matografisch bestimmt. Da NP-C-Zellen aufgrund des NPC1- bzw. NPC2-Proteindefektes 
exogen zugeführtes Cholesterin nicht verestern können, akkumuliert es in den Lysosomen. 
Vanier et al. [166] konnte zwei biochemische Phänotypen unterscheiden. Mehr als 80 % der 
Patienten zeigten einen biochemisch klassischen Typ mit einer Veresterungsrate von weniger 
als 10 % des Normbereiches. Bei ca. 15−20 % der Patienten mit einem biochemisch varianten 
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Typ konnte eine partiell verminderte Veresterungsrate bis zu 50 % des Normbereiches gemes-
sen werden. Während biochemisch klassische NP-C -Fibroblasten nach 24-stündiger Inkuba-
tion eine eindeutig hohe Cholesterin-Akkumulation aufweisen, nimmt die weniger ausgepräg-
te Cholesterinanhäufung in biochemisch varianten NP-C-Zellen nach zwölf bis 24 Stunden 
auf Normalwerte ab. Eine Normalisierung der Cholesterin-Akkumulation in biochemisch 
klassischen NP-C-Zellen tritt erst nach 48 Stunden auf [3]. 
Die Oleat-Inkorporation, die auch in kultivierten Lymphozyten [2], Chorionzotten und Amni-
onzellen [168] durchgeführt werden kann, ist weniger sensitiv und spezifisch als die Filipin-
Färbung, da verminderte Veresterungsraten nicht nur in NP-C-Zellen, sondern auch in Zellen 
von Patienten mit Hypercholesterinämie, Cholesterinesterspeicherstörung (CESD), Wolman- 
und I-Zell-Erkrankung gefunden werden. Die zytochemischen Typen korrelieren in der Regel 
mit den biochemischen Typen. Ein klassischer Phänotyp liegt demnach vor, wenn zyto- und 
biochemisch ein klassischer Typ diagnostiziert wurde. Ein zyto- und biochemisch varianter 
Typ wird als varianter Phänotyp bezeichnet. Eine in über 300 NP-C-Familien durchgeführte 
Studie konnte zeigen, dass eine stark beeinträchtigte intrazelluläre Cholesterinhomöostase 
nicht streng mit dem klinischen Phänotyp korreliert [167, 165]. 
Wir konnten im Rahmen dieser Doktorarbeit eine neue, einfache [3H]-Oleat-Inkorporations-
Methode entwickeln, bei der nicht die entstehende Cholesterin[3H]-Oleat-Konzenration, son-
dern der zelluläre [3H]-Oleat-Verbrauch bestimmt wurde. Hierbei konnte auf dünnschicht-
chromatographische Methoden vollständig verzichtet werden. Unsere indirekte Methode er-
laubt, eine positive Filipin-Färbung und sekundär verminderte ASMase-Aktivität nach Inku-
bation mit FBS vorausgesetzt, eine schnellere biochemische Klassifikation als die durch Va-
nier beschriebene Methode [4]. Es gelang uns die Patienten 6 und 7, zusätzlich zum bekann-
ten Patienten 8, als biochemisch klassischen Typ zu verifizieren. Die Patientenzellen 9 und 
10, die der varianten Gruppe angehören, verhielten sich deutlich anders. Diese Ergebnisse 
korrelieren mit denen der Filipin-Färbung (Tab.18). 
Unsere in Kontroll- und NP-C-Fibroblasten durchgeführte Inkubationsstudie zeigte ein unter-
schiedliches Verhalten biochemisch klassischer und varianter Formen. Während Kont-
rollzellen in den ersten sechs Stunden einen höheren Oleat-Verbrauch als nach 24 Stunden 
zeigen, bleibt der Verbrauch bei biochemisch klassischen Typen gleich hoch bzw. nimmt bei 
varianten Typen ab. Diese Beobachtung lässt sich folgendermaßen erklären: In normalen 
Fibroblasten ist die Verarbeitung des exogen zugeführten Cholesterins nicht beeinträchtigt. 
Das ebenfalls exogen zugeführte [³H]-Oleat wird in Cholesterin-[³H]-Oleat inkorporiert und 
somit verbraucht. Nach 24 Stunden stellt sich ein Gleichgewicht ein. In NP-C-Zellen wird 
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dagegen exogen aufgenommenes Cholesterin und [³H]-Oleat nicht zu Cholesterin-[³H]-Oleat 
weiterverarbeitet. Ein kleiner Teil des [³H]-Oleats wird für die Veresterung des endogen syn-
thetisierten Cholesterins benötigt, der Großteil aber wird der β-Oxidation zugeführt, wobei 
aus dem Oleat unter Energiegewinnung vermehrt Acetyl-CoA entsteht. Aus dem überschüssi-
gen Acetyl-CoA wird β-Hydroxy-β-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) gebildet, das unter 
anderem für die Cholesterin de-novo-Synthese benötigt wird [59]. 
 
 
7.2.4. Radioisotopische Bestimmung der zytoplasmatischen CEHase-Aktivität 
 
Bei diesem Versuch, der eigentlich zum Nachweis einer Wolman-Erkrankung bzw. Choleste-
rinesterspeicherstörung (CESD) auf dem Boden eines saure Lipase-Mangels entwickelt wurde 
[5, 58], veränderten wir den pH-Wert von 3,7−3,9 auf 7,6−7,8, um eine Hydrolysestörung des 
Cholesterinoleats in Cholesterin und Oleat in NP-C-Fibroblasten aufzudecken. Tatsächlich 
konnten wir bei drei Patienten, 7, 8 und 9, eine verminderte Enzymaktivität von 0,04 und 0,05 
nmol/h/mg bestimmen (Tab. 16, 18). Die Aktivitäten der NP-A-und -B-Patienten, sowie der 
NP-C-Patienten 6 und 10 liegen mit 0,20 und 0,28 nmol/h/mg im Normbereich (Tab. 16, 18). 
Der Aktivitätsbereich der Kontrollzellen variiert von 0,08−0,29 nmol/h/mg mit einem Mittel-
wert von 0,15 nmol/h/mg (Tab. 15). 
Da dieses Phänomen bei diesem pH-Wert bisher von niemandem beschrieben wurde, nehmen 
wir an, dass bei der NP-C-Erkrankung in einigen Fällen die zytoplasmatische Cholesterin-
esterhydrolase (CEHase)-Aktivität in Fibroblasten vermindert ist. 
In Fibroblasten, Blutzellen und glatten Muskelzellen können zwei Cholesterinesterhydrolasen 
unterschieden werden [132, 133, 58]. Die saure Cholesterinesterase (= Lipase) mit einem pH-
Optimum im sauren Milieu katalysiert die Hydrolysierung von Cholesterinoleat zu Choleste-
rin und Oleat in den Lysosomen. Die im Zytoplasma vorkommende CEHase mit einem neut-
ralen pH-Optimum besitzt im Vergleich zur sauren Lipase eine relativ niedrige hydrolytische 
Aktivität [133]. Die zytoplasmatische CEHase baut ebenfalls Cholesterinoleat zu Cholesterin 
und Oleat ab und ist ebenso wie die ACAT [59] am endoplasmatischen Retikulum lokalisiert 
[133]. 
In der Abbidung 19 ist das von Brown et al. [14] vorgeschlagene Zwei-Kompartimenten-
modell des Cholesterinmetabolismus in Makrophagen dargestellt: 
An Lipoproteine gebundene Cholesterinester werden LDL-vermittelt in den Makrophagen 
aufgenommen. Nach mehreren Schritten gelangen sie schließlich in ein Lysosom, das dem 
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ersten zellulären Kompartiment entspricht. In den Lysosomen baut die saure Lipase die Cho-
lesterinester hydrolytisch ab [44, 132]. Das freigesetzte Cholesterin verlässt das Lysosom und 
gelangt in das Zytoplasma, dem zweiten zellulären Kompartiment. Im Zytoplasma wird das 
Cholesterin entweder sofort ausgeschieden oder durch die ACAT zu Cholesterinoleat ver-
estert und als Tröpfchen gespeichert. 
Brown et al. konnten zeigen, dass in Makrophagen zytoplasmatische Cholesterinester in ei-
nem 24-stündigen Zyklus hydrolysiert und wiederverestert werden [14]. Der Abbau der zy-
toplasmatischen Cholesterinester zu Cholesterin und Fettsäuren wird durch die zytoplasmati-
sche Cholesterinesterhydrolase katalysiert [57, 14]. Bei Anwesenheit eines Cholesterinakzep-
tors, z. B. HDL oder Erythrozyten, verlässt das freigesetzte Cholesterin die Zelle. Bei Fehlen 
eines Akzeptors verbleibt das Cholesterin in der Zelle, wobei 50 % der gespeicherten Choles-
terinester alle 24 Stunden am zytoplasmatischen Zyklus teilnehmen [14]. 
 
 
 
LYSOSOMEN ZYTOPLASMA
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Abb. 19: Zwei-Kompartimentenmodell des Cholesterinestermetabolismus 
in Makrophagen, das den zytoplasmatischen Cholesterinesterzyklus  
darstellt [14];  
Cholesteryl-Esterase = Cholesterinester-Hydrolase; RBC = rote Blutkörperchen 
 
 
Da wir mit unserer Untersuchung in Kontrollfibroblasten (zytoplasmatischer pH-Wert ≅ pH-
Wert des Reaktionsgemisches, siehe Abb. 6) eine eindeutige Enzymaktivität bestimmen konn-
ten, gehen wir davon aus, dass dieses Modell auch auf Fibroblasten übertragen werden kann. 
Bei den Patienten 7, 8 und 9 liegt demnach ein zweifacher Block vor. Einerseits kommt es zur 
Akkumulation von Cholesterin in den Lysosomen, also im ersten Kompartiment, andererseits 
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kann das de-novo-synthetisierte Cholesterin aus den Cholesterinestertröpfchen im zweiten 
Kompartiment nicht freigesetzt werden. 
Dieses Ergebnis könnte dazu beitragen, die komplexe Pathophysiologie der NP-C-Erkrankung 
besser zu verstehen. Dazu muss aber eine größere Anzahl von NP-C-Fibroblasten untersucht 
werden, um die Manifestationshäufigkeit zu ermitteln und mögliche Korrelationen festzustel-
len. Im Hinblick auf die Fragestellung, ob der zytoplasmatische CEHase-Mangel und die int-
razelluläre Cholesterintransportstörung durch dieselbe Mutation auf Chromosom 18 bzw. 14 
bedingt sind, könnten molekulargenetische Untersuchungen bei NP-C-Patienten mit vermin-
derter oder normaler zytoplasmatischer CEHase-Aktivität aufschlussreich sein. Ebenfalls inte-
ressant wäre die nähere Untersuchung der zytoplasmatischen CEHase in Fibroblasten. 
 
 
7.3. Darstellung der neu etablierten Methoden und der von uns entwickelten Metho-
den in der Diagnostik der NP-Erkrankungen 
 
In dem in Abbildung 20 dargestellten Flussdiagramm ist die diagnostische Vorgehensweise 
bei einem Niemann-Pick-Verdachtsfall in mehreren Schritten dargestellt. Die Knochenmark-
biopsie steht in der Diagnostik an erster Stelle. Bei eindeutiger Klinik ist sie eigentlich nicht 
notwendig. Jedoch wird auf eine Biopsie nicht verzichtet, da im Kindesalter Tumorerkran-
kungen viel häufiger vorkommen als seltene Stoffwechselerkrankungen. 
Zur Bestimmung der ASMase-Aktivität wird die radioisotopische Methode empfohlen. Eine 
Typ-A- oder -B-Erkrankung kann allein durch spektrophotometrische ASMase-Aktivitätsbe-
stimmung nicht sicher erfolgen. Zum Ausschluss bzw. zur Diagnose eines Typ C könnte je-
doch auf radioisotopische Methoden, wie dem Schaubild zu entnehmen ist, komplett verzich-
tet werden. Durch die günstigeren Chemikalien und den Wegfall der Radioaktivität ergeben 
sich die unter 7.1.3. näher beschriebenen Vorteile. Eine Phänotypenklassifikation, falls er-
wünscht, ist mit der Oleat-Inkorporations Methode möglich. 
Eine Bestimmung der zytoplasmatischen CEHase-Aktivität in NP-C-Fibroblasten sollte 
durchgeführt werden, um weitere Fälle mit diesem Enzymmangel aufzudecken. 
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Abb. 20: Flussdiagramm zum Nachweis einer NP-Erkrankung 
 n: normal; p: partiell; Erkr.: Erkrankung 
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Das 1914 als erstes durch Albert Niemann beschriebene, später als Niemann-Pick-Erkrankung 
bezeichnete Krankheitsbild, wird zu den Sphingomyelolipidosen gerechnet und umfasst eine 
seltene heterogene Gruppe von autosomal rezessiv vererbten Erkrankungen. Beim Typ A und 
B handelt es sich um eine familiär gehäufte, insbesondere in der jüdischen Bevölkerung auftre-
tende Erkrankung, die durch einen auf Chromosom 11 liegenden Gendefekt, der eine vermin-
derte ASMase-Aktivität zur Folge hat, bedingt ist. Die ASMase katalysiert den Abbau des 
Sphingomyelins zu Ceramid und Phosphocholin. Bei einem Mangel dieses Enzyms ist die 
Speicherung von Sphingomyelin im mononukleären Makrophagensytem vor allem im ZNS, 
der Milz, Leber und im Knochenmark charakteristisch. 
Beim Typ C und D dagegen liegt eine intrazelluläre Cholesterintransportstörung vor, die durch 
ein Fehlen des NPC1- bzw. NPC2-Proteins in den Endo- bzw. Lysosomen verursacht wird. Der 
Gendefekt, der zu einer NPC1-Erkrankung führt, ist auf Chromosom 18 lokalisiert. Da die ur-
sächliche Störung des Typ D auch auf dem gleichen Chromosom liegt, handelt es sich beim 
Typ D um eine allelische Variante des NPC1. Der Gendefekt, der eine NPC2-Erkrankung be-
dingt, ist auf Chromosom 14 zu finden. Alle Subtypen sind durch die pathologische Anhäufung 
von Cholesterin und Sphingomyelin in den Lysosomen des ZNS, der Milz und der Leber, die in 
den meisten Fällen mit einer sekundär verminderten ASMase-Aktivität einhergeht, gekenn-
zeichnet. 
Bei der Untersuchung von Patienten-Gewebezellen mit Verdacht auf Morbus Niemann-Pick 
sind wir in mehreren Schritten vorgegangen. Im ersten Schritt bestimmten wir die ASMase-
Aktivität. Dazu verbesserten wir die in unserem Labor schon mit dem künstlichen Substrat 
HNP durchgeführte Aktivitätsbestimmung und führten zusätzlich eine radioisotopische Metho-
de mit 14C-Sphingomyelin als Substrat ein. Mit beiden Methoden wurden die kinetischen Ei-
genschaften des Enzyms und der Aktivitätsbereich in verschiedenen Geweben und Zellen erar-
beitet. Ein Vergleich der so ermittelten Aktivitäten in Patientenfibroblasten zeigte bei einem 
Typ-B-Patienten radioisotopisch eine Restaktivität von weniger als 10 % und spektrophoto-
metrisch eine im Normbereich liegende Aktivität. Obwohl beide Methoden einfach und schnell 
durchführbar sind, ist die radioisotopische Methode der spektrophotometrischen vorzuziehen, 
um das Auftreten falsch negativer Resultate zu vermeiden. Dies ist durch das bei bestimmten 
Mutationen entstehende defekte Enzymprotein mit höherer Substrataffinität zum künstlichen 
Substrat und damit falsch hoher Enzymaktivität zu erklären. Von den in fünf NP-C-Patienten-
fibroblasten bestimmten ASMase-Aktivitäten hatten vier eine partiell verminderte Aktivität. 
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Eine sichere Diagnose der fünf NPC-Verdachtsfälle wurde durch eine Reihe von Verfahren, die 
wir erstmals in unserem Labor etablieren konnten, ermöglicht. Zunächst erfolgte der Nachweis 
einer Cholesterin-Akkumulation in den Lysosomen durch eine Immunfluoreszenzfärbung mit 
Filipin, einem Makrolid-Antibiotikum, das spezifisch 3β-Hydroxysterole bindet. Bei einem 
positiven Färberergebnis bestimmten wir die in vitro ASMase-Aktivität. Dazu wurde durch 
Kultivierung der Fibroblasten in cholesterinentzogenem (LPDS = - FBS) bzw. reichem (+ FBS) 
Medium eine Cholesterin-Akkumulation simuliert. Mit dieser Methode ist aufgrund der charak-
teristischen sekundär verminderten ASMase-Aktivtät in NP-C-Zellen nach Bebrütung in cho-
lesterinreichem Medium eine sehr sensitive und spezifische Diagnose pathologischer Zellen 
möglich. Eine phänotypische Klassifikation der NP-C-Zellen erforderte die Durchführung der 
Oleat-Inkorporationsmethode. Es gelang uns drei Patienten mit klassischem und zwei mit ei-
nem varianten Phänotyp zu diagnostizieren. Als Letztes bestimmten wir die zytoplasmatische 
CEHase-Aktivität in NPD- und Kontrollfibroblasten im leicht alkalischen Bereich. Erstaunli-
cherweise lieferte diese Messung eine verminderte Aktivität in drei NP-C-Fibroblasten, die 
bisher in der Literatur nicht beschrieben wurde. Es ist auch keine Erkrankung mit diesem En-
zymmangel bekannt. Deshalb nehmen wir an, dass zusätzlich zu den Mutationen der NPC-
Proteine bei manchen Patienten eine weitere Mutation entweder auf Chromosom 18 bzw. 14 
oder in einem bisher noch nicht identifizierten Gen liegen muss. 
Durch die Etablierung dieser empfindlichen Methoden zur Bestimmung der ASMase-Aktivität 
und zum Nachweis einer intrazellulären Cholesterintransportstörung war es uns möglich, erst-
mals in unserem Labor zehn Patienten mit Niemann-Pick Erkrankung, davon zwei Typ A, drei 
Typ B und fünf Typ C, mit großer Sicherheit zu diagnostizieren. Unsere Untersuchungsverfah-
ren erwiesen sich als mit verhältnismäßig geringem Aufwand durchführbar und günstiger als 
die bisher durchgeführten Methoden. Zur Diagnosestellung reicht eine Hautbiopsie in den 
meisten Fällen aus, so dass den kleinen Patienten eine invasive Diagnostik erspart werden 
kann. 
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